
   

   

   

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

LABORATÓRIO DE IMUNOPATOLOGIA KEIZO ASAMI 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA APLICADA À SAÚDE 

 

 

 

QUIMILUMINESCÊNCIA UTILIZANDO LECTINAS CONJUGADAS A ÉSTER 

DE ACRIDINA NA AVALIAÇÃO HISTOQUÍMICA DE TUMORES CUTÂNEOS 

E DA INTERAÇÃO LECTINA-CARBOIDRATO 

 

 

Aluna: Luiza Rayanna Amorim de Lima  

 

Orientador: Luiz Bezerra de Carvalho Júnior  

Co-orientador: Eduardo Isidoro Carneiro Beltrão 

Co-orientador: José António Couto Teixeira 

  

 
Recife – PE 

 2015



   

   

LUIZA RAYANNA AMORIM DE LIMA 

Quimiluminescência utilizando lectinas conjugadas a éster de acridina na 
avaliação histoquímica de tumores cutâneos e da interação lectina-

carboidrato 

 

 

Orientador: 

Prof. Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Junior 

Departamento de Bioquímica, CCB/UFPE; 

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami – LIKA. 

 

Co-orientador: 

Prof. Dr. Eduardo Isidoro Carneiro Beltrão 

Departamento de Bioquímica, CCB/UFPE;  

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami – LIKA. 

 

Co-orientador: 

Prof. Dr. José António Couto Teixeira 

Departamento de Bioquímica, CCB/UFPE;  

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami – LIKA. 

 

 

 

Recife – PE 

2015

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Biologia Aplicada à Saúde, do 

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami, 

Universidade Federal de Pernambuco, como requisito  

para a obtenção do título de Doutora em Biologia 

Aplicada à Saúde. Área de Concentração: 

Biotecnologia. 

 

 



Lima, LRA                                                                                      

   

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Lima, LRA                                                                                      

   

Universidade Federal de Pernambuco 
Programa de Pós-Graduação em Biologia Aplicada à Saúde 

 
 
 

Parecer da comissão examinadora da defesa de tese de doutorado de  
 
 
 

LUIZA RAYANNA AMORIM DE LIMA 
 
 

Quimiluminescência utilizando lectinas conjugadas a éster de acridina na 
avaliação histoquímica de tumores cutâneos e da interação lectina-

carboidrato 
 
 

A comissão examinadora, composta pelos professores abaixo, sob a 
presidência do primeiro, considera a candidata LUIZA RAYANNA AMORIM DE 
LIMA como: 
 
 
 
 

APROVADA 

__________________________________ 
Recife, 29 de outubro de 2015. 

 
 
 
 
 

Prof. Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Júnior 
Orientador 

Departamento de Bioquímica 
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE 

 
 
 
 
 

Prof. Dr. Eduardo Isidoro Carneiro Beltrão 
Co-Orientador 

Departamento de Bioquímica 
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE 

 
 
 
 
 



Lima, LRA                                                                                      

   

 
 

Prof. Dr. Mário Ribeiro de Melo-Júnior 
(Membro Interno) 

Departamento de Patologia 
Universidade Federal de Pernambuco – UFPE 

 
 
 
 

Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Rêgo 
(Membro externo) 

Departamento de Bioquímica 
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE 

 
 
 
 

Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia 
(Membro externo) 

Departamento de Bioquímica 
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE 

 
 
 
 
 
 
      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Lima, LRA                                                                                      

   

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao meu avô, Sebastião Amorim (in 

memorian), pelo exemplo de força, 

dedicação e coragem. 



Lima, LRA                                                                                    Agradecimentos   

  i 

AGRADECIMENTOS 

 

À Deus, acima de tudo, pela vida e força dada para superar todas as 

dificuldades que apareceram ao longo do caminho. 

Aos meus pais (Rosineide e Hosman) e minha avó Luiza e ao meu avô 

Sebastião (in memorian) pelo exemplo que sempre foram para mim e por todo 

amor, carinho, apoio e compreensão que recebi durante toda minha vida. 

Ao meu irmão, Filipe, pela amizade e companheirismo. 

À minha vó Izaura e às minhas tias Naide e Leda pelo apoio e confiança que 

sempre depositaram em mim. 

Ao Prof. Luiz Bezerra de Carvalho Junior, pelos ensinamentos, apoio e 

confiança durante a realização deste trabalho. 

Ao Prof. José António Couto Teixeira, pelo apoio e confiança durante a minha 

estada na Universidade do Minho. 

Ao Prof. Eduardo Isidoro Carneiro Beltrão, pelo apoio, ensinamentos, confiança 

e companheirismo em todos os momentos.  

À minha amiga de infância e companheira de trabalho Gabriela Ayres pelo 

apoio, companheirismo e paciência em todas as horas. 

Às minhas amigas Sinara e Lúcia (L3S) pela parceria, apoio, paciência, 

compreensão e pelas horas de diversão. 

Aos amigos Mariana Cabrera, Roziana Jordão, Adriana Andrade, Nara 

Barbosa, Matheus Bezerra, Ricardo Souza, Antônio Felix, Moacyr Barreto, 

Thiago Verás, Anna Gabriela Pinto, por todo carinho, apoio, dedicação e pela 

ajuda primordial no desenvolvimento deste trabalho.  

Às minhas amigas de infância, Raquel, Maria Christina e Andréa pela grande 

amizade que dedicaram a mim.  

Aos amigos do Laboratório de Fernentações do Departamento de Engenharia 

Biológica da Universidade do Minho, Sara Silvério, João Graça Martins, André 

Antunes, Sheyla Silva, Tatiana Holanda, Maria Carolina Wanderley, Vânia Pôjo, 

Karla Teixeira, Lina Ballesteros, Aloia Romani, Eduardo Coelho e Ana 

Rodrigues por todo carinho e apoio que dedicaram a mim no momento tão 

importante da minha vida.



Lima, LRA                                                                                    Agradecimentos   

ii 

Aos amigos do Laboratório de Patologia do LIKA Arthur, Bruno Trajano, 

Steffany Ferreira, Carmelita Cavalcanti e Marina Cartaxo pela amizade e por 

terem me acolhido com todo carinho. 

Aos amigos que fazem o LIKA Rafael Padilha, Vera, Edson, Moisés, Sr, 

Otaviano, Ilma, Conceição e Paulina pela amizade e auxílio concedido sempre 

que solicitado. 



Lima, LRA  Resumo 

  iii 

RESUMO 

 
 

Com o objetivo de criar um modelo biológico reprodutível e eficiente que possa 

mimetizar a interação proteína-carboidrato, nós reportamos o uso do ensaio 

quimiluminescente com lectinas conjugadas a éster de acridina (EA) para 

investigar a complexação da lectina ao carboidrato e para avaliação 

quantitativa da expressão de carboidratos em tumores cutâneos. 

Polissacarídeos de N-acetil-D-glicosamina (quitosana), glicose (phytagel) e 

galactose (carragenana) foram utilizados para sintetizar membranas (0,0314 – 

0,6358 cm2). Concanavalina A-EA (Con A), Wheat germ aglutinina (WGA), 

Peanut aglutinina (PNA), Ulex europeaus aglutinina-I (UEA-I) e Maackia 

amurensis aglutinina (MAA) foram conjugadas a EA. A atividade 

hemaglutinante das lectinas-EA foi avaliada e a quimiluminescência 

quantificada e expressa em Unidades Relativas de Luz (URL). Biópsias de pele 

normal e de tumores cutâneos, tais como ceratose actínica (AK), 

ceratoacantoma (KA), carcinoma espinocelular (CEC) e basocelular (CBC), e 

as membranas foram incubadas com o conjugado lectina-EA (100 µL 100 µg 

mL-1) por 2h a 4°C. A emissão de fótons foi quantificada e correlacionada com 

a marcação de tecidos normais, transformados e das membranas. Inibições 

com carboidratos específicos foram realizadas. AK, KA , CBC e CEC 

apresentaram menor expressão de α -D- glucose/manose e resíduos de α-L-

fucose, em comparação com o tecido normal. Os tumores cutâneos 

apresentaram maior expressão resíduos de β Gal-(1-3)-GalNAc que o tecido 

normal . AK e SCC exibiram maior expressão de resíduos Neu5Ac-α(2,3)Gal 

que a epiderme normal. KA e BCC apresentaram 
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valores de URL equivalentes, em comparação com o tecido normal. Os valores 

de URL diminuíram quando as lectinas foram incubadas com seus carboidratos 

específicos. Os valores das constantes e os sítios de ligação foram calculados 

para cada lectina utilizando a equação obtida a partir das curvas hiperbólicas, 

2,4 x 10-7 M-1 ± 0,8 x 10-7 M-1and 1,3 x 10-3 mol . mg-1 ± 0,3 x 10-3 mol . mg-1 

(Con A); 0,9 x 10-6 M-1 
 0,4 x 10-6 M-1 and 0,021 x 10-3 mol . mg-1 ± 0,003 x 10-3 

mol . mg-1 (WGA) and 2,0 x 10-6 M-1 
 0,9 x 10-6 M-1 and 0,069 x 10-3 mol . mg-1 

± 0,010 x 10-3 mol . mg-1 (PNA).  O método quimiluminescente permitiu a 

avaliação quantitativa direta da expressão de carboidratos em neoplasias de 

pele e a investigação a complexação da lectina ao carboidrato através do 

modelo de Langmuir, combinando a especificidade desta interação e a 

sensibilidade dos ensaios quimiluminescentes.  

 

Palavras chaves: carboidratos; polissacarídeos; quimiluminescência; tumores 

cutâneos; 
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ABSTRACT 

 
Aiming to create a reproducible and efficient biological model that mimic the 

protein-carbohydrate interaction, we report the use of chemiluminescent assay 

with lectins labeled to acridinium ester (AE) to investigate the complexation of 

lectin to carbohydrate and for the quantitative evaluation of carbohydrates 

expression in cutaneous tumors. Polysaccharides made N-acetyl-D-

glucosamine (chitosan), glucose (phytagel) and galactose (carrageenan) were 

used to synthetize membranes (0,0314 – 0,6358 cm2).  Concanavalin A-AE 

(Con A), Wheat germ agglutinin (WGA), Peanut agglutinin (PNA), Ulex 

europeaus agglutinin-I (UEA-I) e Maackia amurensis agglutinin (MAA) were 

labeled to AE. The hemmagglutinating activity of lectins-AE was evaluated and 

the chemiluminescence was quantified and expressed in Relative Light Unit 

(RLU). Biopsies of normal skin and cutaneous tumors such as, actinic keratosis 

(AK), keratoacantoma (KA), squamous cell carcinoma (SCC) and basal cell 

carcinoma (BCC), and membranes were incubated with lectins-AE (100 µL 100 

µg mL-1) for 2h at 4°C. Photon emission was measured and correlated to the 

labeling of the normal, transformed tissues and membranes. Inhibitions with 

specific carbohydrate were carried out.  AK, KA, SCC and BCC showed lower 

expression of 𝛼-D-glucose/mannose and 𝛼-L-fucose residues compared to 

normal tissue. Cutaneous tumors displayed higher expression of Gal-(1-3)-

GalNAc residues than normal tissue. AK and SCC exhibited higher expression 

ofNeu5Ac-(2,3)Gal residues than normal epidermis. KA and BCC showed 

equivalent RLU values compared to normal tissue. The RLU values decreased 

when the lectins were incubated with their specific carbohydrate. The constant 

values and maximum binding sites on the membranes were calculated for each 
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lectin using the equation obtained from hyperbolic curves, 2.4 x 10-7 M-1 ± 0.8 x 

10-7 M-1and 1.3 x 10-3 mol . mg-1 ± 0.3 x 10-3 mol . mg-1 (Con A); 0.9 x 10-6 M-1 
 

0.4 x 10-6 M-1 and 0.021 x 10-3 mol . mg-1 ± 0.003 x 10-3 mol . mg-1 (WGA) and 

2.0 x 10-6 M-1 
 0.9 x 10-6 M-1 and 0.069 x 10-3 mol . mg-1 ± 0.010 x 10-3 mol . 

mg-1 (PNA). The chemiluminescence method allowed quantitative assessment 

of the carbohydrate expression in cutaneous tissues and was an analytical 

technique efficient to investigate the complexation of lectin to carbohydrate 

through Langmuir model, combining the specifity this interaction and sensibility 

of chemiluminescent assays. 

 

Keywords: carbohydrates; chemiluminescence; cutaneous tumors; 

polysaccharides; 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os neoplasmas cutâneos podem ser classificados em dois grandes grupos: 

melanoma, câncer de pele não-melanoma e neoplasias benignas. O último 

grupo inclui, principalmente, os carcinomas basocelular (CBC) e espinocelular 

ou de células escamosas (CEC), ceratoacantoma (KA) e ceratose actínica 

(CA). Estes tumores apresentam crescimento rápido, quando diagnosticados e 

tratados tardiamente podem ser funcionalmente destrutivos (SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2015).   

Alterações na estrutura e/ou na distribuição de glicanos estão relacionadas 

às características de malignidade do tumor, como proliferação e crescimento 

das células tumorais, capacidade de invasão e de metástase, angiogênese e 

silenciamento do sistema imune. A investigação da expressão dos carboidratos 

e da interação de proteínas que reconheçam essas biomoléculas torna-se 

necessária para a compreensão da origem histogenética e o comportamento 

do tumor durante a sua diferenciação (AUDFRAY et al., 2015). 

Lectinas são glicoproteínas de origem não imunológica que possuem a 

habilidade de se ligar especificamente a mono ou oligossacarídeos de forma 

reversível  e atuam como moléculas de reconhecimento dentro das células, na 

superfície celular e em fluídos fisiológicos (GHAZARIAN; IDONI; 

OPPENHEIMER, 2011) 

Estas proteínas interagem com os carboidratos através de pontes de 

hidrogênio entre os grupos hidroxil dos carboidratos e os resíduos do 
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 aminoácidos polares (WIMMEROVÁ et al., 2012), e inúmeras técnicas têm 

sido utilizadas para o estudo dessas interações moleculares (JEYAPRAKASH 

et al., 2003; MURTHY et al., 2009; CHUANG et al., 2009; SAFINA et al., 2011). 

A interação entre carboidratos e lectinas é importante em diversos 

processos biológicos, como por exemplo, reconhecimento célula-célula, 

interações célula-matriz extracelular, fertilização, desenvolvimento embrionário, 

crescimento, diferenciação, sinalização, adesão e migração celular, apoptose, 

imunomodulação e inflamação, interação patógeno-hospedeiro, dobramento e 

endereçamento de glicoproteínas, indução mitogênica e homeostase 

(GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). 

Na histoquímica, lectinas com diferentes especificidades a carboidratos 

podem fornecer um sistema de detecção sensível para mudanças na 

expressão de carboidratos (MELO-JÚNIOR et al., 2008). Esta ferramenta tem 

sido utilizada para mostrar diferenças no padrão glicosilação celular durante 

diversas doenças tais como, infecções por patógenos (MELO-JÚNIOR et al., 

2008), tumores cutâneos (MELO-JÚNIOR et al., 2006), carcinoma 

mucoepidermóide de glândula parótida (SOBRAL et al., 2010), carcinoma 

ductal invasivo (KOROURIAN et al., 2008) e carcinoma prostático (LIMA et al., 

2010). 

Dentre os sistemas de detecção, o ensaio quimiluminescente tem sido uma 

ferramenta analítica eficiente (BRUSTEIN et al., 2012; LIMA et al., 2013; SILVA 

et al., 2014). Quimiluminescência (QL) é definida como a emissão de radiação 

eletromagnética, geralmente na faixa do visível - infravermelho próximo, 

produzida por uma reação química (ARAÚJO-FILHO; MELO-JÚNIOR; 

CARVALHO Jr, 2011). A aplicação da QL na química analítica depende da 
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acoplagem da substância de interesse a um dos participantes da reação 

quimiluminescente ou ao produto no estado excitado. A concentração da 

amostra desconhecida será proporcional à produção de luz total emitida 

(LARA; GARCÍA-CAMPAÑA; AARON, 2010).  

A sensibilidade, a possibilidade de quantificação, a escala dinâmica e a 

diversidade dos ensaios quimiluminescentes, largamente empregados na 

revelação de proteínas, ácidos nucléicos (RODA; GUARDIGLI, 2012) e, 

atualmente, carboidratos (LIMA et al., 2013; SILVA et al., 2014), tornam a 

“histoquimiluminescência” uma importante ferramenta auxiliar na histoquímica 

dos tumores cutâneos.  

Além disso, com o objetivo de criar um modelo biológico reprodutível e 

eficiente que possa mimetizar a interação proteína-carboidrato, nós reportamos 

o uso do ensaio quimiluminescente com lectinas conjugadas a éster de acridina 

para investigar a interação da lectina com o carboidrato. Para isto, utilizamos o 

modelo matemático de Langmuir para propor cálculos das constantes de 

afinidade aparente (Ka) das lectinas por diferentes carboidratos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Câncer de pele não melanoma (NMSC) 

Câncer de Pele Não-Melanoma (NMSC) é originado das células 

epidérmicas e constituem uma categoria que engloba todos os tipos de 

cânceres de pele, excetuando os melanomas, sendo os mais incidentes na 

população brasileira. Estes tumores são classificados como carcinoma 

basocelular (CBC), carcinoma espinocelular ou de células escamosas (CEC), 

ceratoacantoma (KA), ceratose actínica (CA) e ceratose seborréica (CS). É 

tipicamente encontrado na cabeça, no pescoço, na face e nos braços, mas 

pode ocorrer em qualquer região do corpo. Estes neoplasmas são raramente 

fatais, entretanto são considerados tumores de crescimento rápido e quando 

diagnosticados e tratados tardiamente podem ser funcionalmente destrutivos 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2015).   

Segundo o INCA (2014), no Brasil, o NMSC continua sendo o tipo mais 

incidente para ambos os sexos. Esperam-se 98.420 casos novos de câncer de 

pele não melanoma nos homens e 83.710 nas mulheres. Esses valores 

correspondem a um risco estimado de 100,75 casos novos a cada 100 mil 

homens e 82,24 a cada 100 mil mulheres (Tabela 1). O câncer de pele não 

melanoma é o mais incidente em homens nas regiões Sul (159,51/ 100 mil), 

Sudeste (133,48/ 100 mil) e Centro-Oeste (110,94/ 100 mil). No Norte (28,34/ 

100 mil) e Nordeste (40,37/ 100 mil) encontra-se na segunda posição. Nas 

mulheres, é o mais frequente em todas as regiões, com um risco estimado de 

112,28/ 100 mil no Sudeste, 99,31/ 100 mil no Centro-Oeste, 86,03/ 100 mil no 

Sul, 46,68/ 100 mil no Nordeste e 24,73/ 100 mil no Norte. 
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Tabela 1. Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidência por 100 habitantes e 

de número de casos novos por câncer, segundo sexo e localização primária. 

 

CBC e CEC são os dois tipos mais frequentes de NMSC, e apesar da baixa 

taxa de mortalidade esses tumores apresentam importância relevante para os 

serviços de saúde e podem causar significativa morbidade, uma vez que a 

maioria dos NMSCs ocorre em áreas de grande visibilidade, tais como cabeça, 

pescoço e rosto (LOMAS; LEONARDI-BEE; BATH-HEXTALL, 2012). 

A maioria dos cânceres de pele ocorre devido à exposição excessiva à 

radiação ultravioleta (UV), em especial ao ultravioleta tipo B (UVB) a qual 

promove mutações (Figura 1) em proto-oncogenes e/ou genes supressores do 

tumor p53 formando dímeros de timina. Falhas na reparação destas mutações 
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podem resultar na formação do tumor (SAMARASINGHE; MADAN; LEAR, 

2011b).  

 

Figura 1. Fatores etiológicos que contribuem para o desenvolvimento de NMSC.  

Fonte: BHANDARI; PAI, 2014 

 

Outros fatores de risco incluem: cor da pele (clara), idade (60 anos); gênero 

(masculino) (MADAN; LEAR; SZEIMIES, 2010); exposição crônica a agentes 

mutagênicos como por exemplo, raios X e gama (MOLHO-PESSACH; LOTEM, 

2007), e exposição ao alcatrão, arsênico e Hidrocarbonetos Aromáticos 

Policíclicos (HAPs) (PIMPARKAR; BHAVE, 2010) processo irritativo crônico 

(OGDEN; TELFER, 2009), fatores genéticos (albinismo) e genodermatoses 

(BHANDARI; PAI, 2014). 

Além disso, o estado de imunossupressão (EUVRARD; KANITAKIS; 

CLAUDY; 2003), traumas e queimaduras (WEENDON, 2003), infecções pelo 

Papilomavírus Humano (HPV) (BOUWES BAVINCK et al., 2010), dietas com 

baixa ingestão de gordura e baixo consumo de vitaminas (MALONEY, 1996; 
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DAVIES et al., 2002; GRANGER et al., 2006) são fatores que podem contribuir 

para o desenvolvimento de tumores cutâneos.  

No Brasil, a ceratose actínica é a doença de pele mais frequentemente 

diagnosticada pelos dermatologistas em pacientes do sexo masculino com 

mais de 40 anos (Sociedade Brasileira de Dermatologia, 2015). Estima-se que 

na Europa Ocidental 23% da população é diagnosticada com este tipo de 

lesão. Entretanto, na Austrália a ceratose actínica é bastante comum atingindo 

60% dos indivíduos acima de 40 anos de idade (SMITS; MOOR, 2009). 

Segundo Cockerell (2000) CA e CEC representam a mesma lesão em 

diferentes estágios de evolução, considerando a ceratose actínica como o 

estágio mais precoce. Outros estudos computam que 20 a 25% dos casos de 

ceratose evoluem para carcinoma (DERGHAM et al., 2004). 

Segundo a Sociedade Brasileira de Dermatologia (2015), o CEC é o 

segundo de tipo de câncer mais frequente, correspondendo 20% do total de 

tumores malignos registrados no Brasil. A ocorrência de CEC é maior em 

homens acima de 60 - 70 anos de idade (PETTER; HAUSTEIN, 2000). Estudos 

epidemiológicos relatam que desde 1960 a incidência global do carcinoma 

espinocelular aumenta anualmente. Presume-se que dois fatores estão 

relacionados ao aumento: alterações nos hábitos de exposição ao sol e a 

depleção na camada de ozônio. Apesar da baixa taxa de mortalidade do CEC, 

a sua morbidade é significativamente elevada, provocando incapacitação por 

desfiguramento (INCA, 2014). O carcinoma espinocelular tem comportamento 

biológico que permite, além da recorrência local, a ocorrência de metástases 

linfáticas e em órgãos à distância (SAMARASINGHE; MADAN; LEAR, 2011a).  
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No Brasil, o carcinoma basocelular é a mais frequente das neoplasias 

cutâneas, representando 70 a 80% do total de casos. A proporção de 

ocorrência na população é de quatro a cinco CBC’s para cada CEC, e oito a 

dez para cada melanoma diagnosticado (CHINEM; MIOT, 2011). Sua 

ocorrência é mais comum em homens (após 40 anos de idade) do que em 

mulheres, numa proporção 2:1 (KOPKE; SCHMIDT, 2002). Os principais 

fatores de risco importantes para o desenvolvimento de CBC são: fotótipos 

claros, história familiar positiva de CBC (30-60%); sardas na infância, pele, 

olhos ou cabelos claros. Pessoas com peles claras têm risco dez a vinte vezes 

maior de desenvolver CBC do que peles escuras, mesmo quando vivem na 

mesma região (GREEN; BATTISTUTTA, 1990; SAHL et al., 1995; ROEWERT-

HUBER et al., 2007; LEAR; DAHLKE; MURRAY, 2007). Entretanto, Nouri e 

colaboradores (2002) relataram casos de CBC em indivíduos de pele escura, 

incluindo descendentes africanos. 

A prevenção do câncer de pele, inclusive os melanomas, inclui ações de 

prevenção primária, por meio de proteção contra luz solar, que são efetivas e 

de baixo custo. Em geral, as lesões possuem índices de cura superiores a 95% 

quando tratados precoce e corretamente (INCA, 2014). 

Diversos tipos de tratamentos para os NMSCs têm sido descritos, como por 

exemplo, excisão cirúrgica, crioterapia, radiação ionizante, terapia fotodinâmica 

e quimioterapias tópicas. A escolha do tratamento depende, principalmente, do 

tipo de neoplasia, da preferência do paciente e do custo (BHANDARI; PAI, 

2014). 
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2.1.1 Ceratose Actínica (CA) 

O termo “ceratose actínica” significa crescimento ceratótico (espesso, 

escamoso) causado por um dano induzido por radiação eletromagnética, 

incluindo luz solar. Outras fontes de radiação, tais como fontes de luz artificial, 

incluindo camas de bronzeamento, e radiação ultravioleta, podem causar o 

desenvolvimento deste tipo de lesão.  

A ceratose actínica tem sido conceituada por dermatologistas como uma 

lesão pré-neoplásica com a proliferação de queratinócitos atípicos. Alguns 

pesquisadores afirmam que CA pode representar uma forma intra-epitelial do 

carcinoma de células escamosas mantidas sob vigilância imunológica do 

organismo, permanecendo estático ou regredindo espontaneamente (OGDEN; 

TELFER, 2009). 

Histologicamente a ceratose actínica caracteriza-se por alterações 

epidérmicas de caráter atrófico e distrófico, associadas à degeneração hialina 

do colágeno da derme superficial subjacente. A camada espinhosa da pele é 

irregular, com zonas atróficas alternando com zonas hiperplásicas, e presença 

de várias depressões digitiformes. A superfície coberta por hiperceratose orto e 

paraceratósica é irregular, por vezes papilomatosa. As células da camada 

espinhosa, quer do corpo mucoso quer da camada basal, perdem 

gradualmente as suas características normais, ou seja, são de maior volume, 

tem citoplasma mais claro, núcleos irregulares e maior número de mitoses 

(KIRKHAM, 2009) (Figura 2). 
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Figura 2. Imagem histológica da ceratose actínica (magnificação original 200x): presença de 

paraceratose (seta preta) e elastose solar da derme (seta vermelha). Presença de infiltrado 

inflamatório. 

Fonte: RICOTTI et al., 2009. 

 

Manifesta-se, de início, por pequena mancha acastanhada de limites 

irregulares, mal marcados, plana ou ligeiramente saliente, de superfície lisa ou 

um pouco rugosa e ceratósica (Figura 3). Após alguns anos de evolução, a 

lesão espessa-se, infiltra-se, os bordos tornam-se mais elevados e nítidos, o 

centro erosiona-se ou cobre-se com espessa camada córnea (papiloma 

córneo) adquirindo as características dos carcinomas de células escamosas ou 

dos basocelulares (KIRKHAM, 2009). 

 



Lima, LRA   Revisão Bibliográfica 

11 
 

 

Figura 3. Apresentação clínica da ceratose actínica. 

Fonte: RICOTTI et al., 2009. 

 

 

2.1.2 Ceratoacantoma (KA) 

O termo ceratoacantoma foi primeiramente descrito como “úlcera 

crateriforme da face” por Sir Jonathan Hutchinson em 1889. O KA é um tumor 

cutâneo crateriforme derivado da bainha epitelial externa dos folículos pilosos, 

que pode ser confundido com o carcinoma espinocelular, entretanto 

caracteriza-se por ciclo evolutivo de crescimento rápido e regressão 

espontânea.  Este tipo de tumor apresenta-se como lesão solitária ou múltiplas 

lesões, de forma esporádica ou em uma síndrome hereditária, ou ainda em 

associação com doenças inflamatórias. Histologicamente, pode ter 

características diferentes dependendo da apresentação clínica, e alguns tipos 

podem realizar metástase (KO, 2010).   
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Há três estágios na história natural dos ceratoacantomas: a fase 

proliferativa, a fase de maturidade e a fase involutiva. 

Segundo Ricotti et al. (2009), na fase proliferativa (2 a 10 semanas), 

observa-se invaginação da epiderme atrofiada originando-se de folículos 

pilosos e preenchida por lâminas de queratina. Pode haver numerosas figuras 

de mitose e infiltrado inflamatório dérmico (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Imagem histológica da fase proliferativa do Ceratoacantoma (magnificação original 

100x). 

Fonte: TAN e LEE, 2009. 

 

Na fase de maturidade o ceratoacantoma apresenta depressão central 

crateriforme preenchida de queratina (ortoceratósica) e cuja abertura é bem 

limitada por um esporão formado pela invaginação da epiderme atrofiada que 

recobre lateralmente a massa tumoral. A diferenciação ceratósica é bem 

evidente, as mitoses e as anomalias nucleares são relativamente numerosas. 

Nesta fase, a queratinização das células escamosas é intensa resultando em 

aspecto eosinofílico pálido. A proliferação displásica não ultrapassa o nível das 
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glândulas sudoríparas. O infiltrado inflamatório do estroma é relativamente 

denso, linfocitário, com eosinófilos no início e posteriormente com plasmócitos 

(Figura 5) (BRENN; MCKEE, 2005). 

A fase involutiva ocorre após 3 ou 4 meses e se caracteriza pela reabsorção 

do tumor e expulsão do plug central de queratina. A derme adjacente ao 

epitélio exibe aspecto de tecido de granulação seguido de fibrose (Figura 6). O 

mecanismo de regressão se deve à manutenção das relações entre a derme e 

os folículos pilosos (ciclo evolutivo dos pêlos) e a mecanismos imunológicos 

desencadeados pela reação proliferativa e displásica (BRENN; MCKEE, 2005). 

 

Figura 5. Imagem histológica da fase de maturidade do Ceratoacantoma (magnificação original 

100x). 

Fonte: TAN e LEE, 2009. 

 

Figura 6. Imagem histológica da fase involutiva do Ceratoacantoma (magnificação original 

100x). 

Fonte: TAN e LEE, 2009. 
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A importância do conhecimento do ceratoacantoma reside no seu 

diagnóstico diferencial com o carcinoma espinocelular, tumor biologicamente 

maligno caracterizado pelo potencial de progressão e destruição tecidual. De 

modo geral, o exame clínico fornece elementos diferenciais: desenvolvimento 

rápido em 3 ou 4 semanas; características morfológicas típicas; ausência de 

infiltração profunda; tendência involutiva após o 3º ou 4º mês. Contudo, alguns 

casos, com aspectos clínicos e histológicos atípicos são de difícil diferenciação, 

levantando o problema de transformação carcinomatosa. Esta, embora rara, é 

possível, em especial nos ceratoacantomas múltiplos (TAN; LEE, 2009). 

Apesar da semelhança entre as características celulares do KA e do CEC, a 

arquitetura do tumor pode funcionar como uma ferramenta valiosa na distinção 

das lesões. Outro fator importante a ser analisado na diferenciação é a 

capacidade de invasão dos tumores. Excisões de ceratoacantoma não estão 

associadas com elevado risco de comportamento agressivo. Entretanto a 

presença de invasão profunda é característica marcante do carcinoma de 

células escamosas. Quanto ao padrão macroscópico, os KAs tendem a ser 

tanto exofíticos quanto endofíticos com cratera central de queratina, enquanto o 

CEC é predominantemente endofítico apresentando frequente ulceração. A 

cratera é cercada por “lábios” epiteliais, os quais estão ausentes no CEC. 

Abcessos intraepidérmicos, com células acantolíticas e leucócitos 

polimorfonucleares são bastante comuns no KA e raramente vistos no 

carcinoma espinocelular (SCHWARTZ, 1994). 

Ceratoacantoma inicia-se por pequena lesão ceratósica e saliente de 

crescimento rápido (3 a 4 semanas). São usualmente solitários, centrado por 
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zona arredondada hiperceratósica, em forma de cúpula com nódulos rosa, de 

0,5 a 2,0 cm de diâmetro (atingindo grandes dimensões), de limites nítidos e 

regulares (Figura 7) (KIRKHAM, 2009).  

 

 

Figura 7.  Ceratoacantoma com placas rosa, bordas elevadas e presença de úlcera 

crateriforme no centro da lesão. 

Fonte: RICOTTI et al., 2009. 

 

Após 2 a 3 meses de evolução, inicia-se a fase involutiva, com aumento de 

diâmetro da zona central ceratósica, a massa córnea é eliminada, os bordos da 

lesão esbatem-se gradualmente. A cicatriz é ligeiramente deprimida, lisa, 

limitada por vezes por bordo filiforme que persiste. O tempo total de evolução 

espontânea é, em geral, de 3 a 6 meses (KIRKHAM, 2009). 

O KA é geralmente solitário, mas múltiplas lesões podem ocorrer. Existem 

diversos tipos especiais morfológicos, dentre eles: KA centrífugo, KA gigante, 

KA subungueal, KA intraoral e de membranas mucosas, KA eruptivo 

generalizado e KA múltiplo (WEEDON, 2003). 
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2.1.3 Carcinoma de Células Escamosas (CEC) 

O Carcinoma de Células Escamosas ou Carcinoma Espinocelular (CEC) é 

um tumor maligno que surge na epiderme através da proliferação 

descontrolada de queratinócitos transformados (DOOLEY et al., 2003; 

GARCIA- ZUAZAGA; OLBRICHT, 2008). 

Existem múltiplos subtipos de CEC que diferem entre si quanto à 

histopatologia e ao prognóstico. Entretanto, a forma convencional do carcinoma 

espinocelular consiste em proliferação irregular e anárquica de queratinócitos 

atípicos, ricos em anomalias nucleares e mitoses. O CEC também apresenta 

acentuado componente estromal com invasão perineural, formação de pérolas 

de queratina e de pontes intercelulares (Figura 8). O tumor é formado por 

massas ou trabéculas de dimensões muito diversas, de limite mal marcado e 

em contato, mais ou menos extenso, com a superfície malpighiana, invadindo a 

derme (GURUDUTT; GEDEN, 2010). 

 

 

 

 

Figura 8. Imagem histológica do Carcinoma Invasivo de Células Escamosas (magnificação 

original 100x). Presença de células epiteliais escamosas que surgem na epiderme e estende-

se profundamente na derme (seta preta). Nesta lesão observa-se a presença de pérolas 

córneas (seta vermelha). 

Fonte: RICOTTI et al., 2009. 
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Todos os aspectos intermediários podem ser observados, entre as formas 

muito diferenciadas, ricas em pérolas de queratina, e as formas quase 

completamente indiferenciadas ou anaplásicas, as quais são dificilmente 

diferenciáveis das células conjuntivas. De modo geral, admite-se que quanto 

mais elevado for o grau de diferenciação melhor é o prognóstico (BHANDARI; 

PAI, 2014). 

O CEC surge em regiões danificadas pelo sol, principalmente na cabeça e 

pescoço. Inicialmente, as lesões apresentam-se como pápulas vermelhas 

escamosas. Posteriormente, evoluem para placas ou nódulos firmes, lisos ou 

hiperceratótico, com ulceração presente (Figura 9). Pacientes podem descrever 

essas lesões como feridas pruriginosas ou dolorosas, que sagram quando 

traumatizadas (ALAM; RATNER, 2001; GARCIA-ZUAZAGA; OLBRICHT, 

2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Apresentação clínica do Carcinoma Cutâneo de Células Escamosas. 

Fonte: GARCIA-ZUAZAGA; OLBRICHT, 2008. 
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2.1.4 Carcinoma de Células Basais (CBC) 

O carcinoma de células basais ou carcinoma basocelular (CBC) é o tumor 

maligno cutâneo localmente invasivo com maior incidência em indivíduos de 

pele clara. As células neoplásicas originam-se de células epiteliais imaturas 

pluripotentes da camada basal da epiderme e mais raramente de partes do 

complexo cutâneo pilo-sebáceo ou outros apêndices cutâneos (RUBIN; CHEN; 

RATNER, 2005; WETZIG et al., 2009; SKELTON, 2009). 

As diferentes variedades clínicas dos carcinomas basocelulares têm 

características citológicas e arquiteturais comuns, bastante típicas. 

As células tumorais possuem citoplasma reduzido, mal limitado, com núcleo 

oval ou arredondado, muito basófilo com mitoses numerosas. A arquitetura do 

tumor resulta do modo de agrupamento das células em massas arredondadas 

ou alongadas e trabeculares, mais ou menos anastomosadas entre si, de 

dimensões variáveis, densas, muito basófilas, cujos limites são nítidos. Na 

periferia, as células tomam forma alongada, dispondo-se perpendicularmente à 

linha de delimitação, em paliçada, lembrando a camada basal epidérmica. As 

“ilhas” de células basalóides estão em contato com a epiderme suprajacente 

(Figura 10), ulcerada ou não, ou com a bainha epitelial externa dos folículos 

pilosos, ou ainda mostram-se dispersa na derme. Admite-se que os carcinomas 

basocelulares são tumores originados de células epiteliais imaturas 

pluripotentes da camada basal da epiderme. Deste modo, de acordo com a 

maior ou menor diferenciação celular, e conforme as relações entre o tecido 

epitelial e a derme circundante, observam-se diversas variedades histológicas. 

(CHINEM; MIOT, 2011). 
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Figura 10.  Imagem histológica do carcinoma basocelular padrão nodular (magnificação original 

200x). Observa-se a presença de “ilhas” de células basalóides (setas pretas), com disposição 

em paliçada (seta vermelha) das células na periferia e arranjo desorganizado das células no 

interior do tumor. 

Fonte: RICOTTI et al., 2009. 

 

Os carcinomas basocelulares exibem vários subtipos diferentes que 

ocorrem em diferentes localizações anatômicas. Aproximadamente 80% dos 

casos ocorrem na cabeça e pescoço, e o restante no tronco e membros 

inferiores, principalmente em mulheres (BRENN; MCKEE, 2009). 

A apresentação clínica mais comum é o carcinoma basocelular nodular, que 

inicialmente apresenta-se como pápula rósea perlácea crescendo 

progressivamente a nódulo, com posterior ulceração central, recoberta de 

crosta, ocorrendo sangramentos quando traumatizadas (Figura 11). As bordas 

geralmente são cilíndricas, translúcidas mostrando formações perláceas e 

eventualmente finas teleangiectasias (CARR; TAIBJEE; SANDERS, 2007). 

O CBC é um tumor de crescimento lento, entretanto apresenta 

comportamento biológico agressivo e invasivo, e se negligenciado pode 
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espalhar-se profundamente causando grande destruição nos tecidos 

adjacentes, como músculo, cartilagem e osso (CHINEM; MIOT, 2011). 

 

 

Figura11. Apresentação clínica do carcinoma de células basais. A lesão apresenta grande 

nódulo com ulceração central, aparência perolada e presença de teleangiectasia. 

Fonte: RICOTTI et al., 2009. 

 

2.2  Importância biológica dos carboidratos 

Os carboidratos são as moléculas orgânicas mais abundantes encontradas 

na natureza, e a maioria dos organismos sintetiza e metaboliza. A complexa 

heterogeneidade dos hidratos de carbono em sistemas vivos é o resultado 

direto de várias características: capacidade dos resíduos de açúcar formar 

ligações glicosídicas um com os outros, característica estrutural dessas 

moléculas, tipo de ligação anomérica, a posição e a ausência ou presença de 

ramificações (BERTOZZI; RABUKA, 2009).  
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É estimado que 50% de todas as proteínas das células dos mamíferos são 

glicosiladas em um determinado momento (ADAMCZYK; THARMALINGAM; 

RUDD, 2012). Deste modo, a glicosilação é uma das mais importantes 

modificações pós-traducionais (MPTs) das proteínas. A adição de carboidratos 

pode influenciar a carga, a conformação e a estabilidade das proteínas, 

conferindo heterogeneidade a biomoléculas, tendo como consequência direta o 

surgimento de várias glicoformas possíveis, ou seja, glicoformas heterogêneas 

da mesma proteína podem ter propriedades ou atividade biológica diferentes. 

Os glicanos ligados às proteínas são compostos por sete monossacarídeos 

diferentes (Figura 12), manose (Man), glicose (Glc), galactose (Gal), N-acetil-D-

glicosamina (GlcNAc), N-acetil-D-galactosamina (GalNAc), fucose (Fuc) e 

ácidos siálicos (SA) ou ácidos neuramínicos (NeuNAc) (DWEK, 1996; LAZAR 

et al., 2011). 

 

Figura 12. Estrutura dos setes monossacarídeos que compõem os glicanos ligados às 

proteínas. 

Fonte: BROOKS, 2009. 
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Os glicoconjugados (Figura 13) são componentes estruturais dos receptores 

de proteínas que transmitem informações entre as células e o ambiente para 

controlar aspectos fundamentais do comportamento celular, e a variabilidade 

estrutural e complexidade desses glicanos de superfície celular permitem que 

os mesmos funcionem como moléculas de sinalização, reconhecimento e 

adesão celular (BROOKS, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Principais carboidratos envolvidos em importantes funções fisiológicas. 

Fonte: FUSTER; ESKO, 2005.  

 

Os glicanos da superfície celular estão envolvidos em importantes funções 

fisiológicas, tais como, desenvolvimento embrionário normal, diferenciação e 

crescimento celular, inibição por contato, reconhecimento célula-célula, 

interação patógeno-hospedeiro, reconhecimento imunológico, desenvolvimento 
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de doenças, metástase, tráfico, localização e degradação intracelular de 

biomoléculas e rigidez da membrana (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 

2011). 

A estrutura dos glicanos não depende apenas dos genes. Os níveis de 

glicosiltransferases e glicosidases no retículo endoplasmático e aparelho de 

Golgi, bem como a disponibilidade de substratos doadores no local determinam 

os padrões de glicosilação e lipídeos e proteínas (Figura 14). Os substratos 

doadores são derivados da glicose extracelular e da degradação dos 

glicoconjugados nos lisossomos, através da ação de glicosidases e outras 

enzimas, como por exemplo epimerases  (VASCONCELOS-DOS-SANTOS et 

al., 2015). Portanto, alterações na expressão dessas enzimas pode 

desencadear uma cascata de eventos que estão envolvidos na transformação 

oncogênica das células (BLOMME et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Síntese de glicoconjugados a partir da glicose através da via de biossíntese da 

hexosamina (HBP). 

Fonte: VASCONCELOS-DOS-SANTOS et al., 2015. 
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2.3 Glicosilação e Câncer 

Todos os tipos de células malignas demonstraram alterações em seus 

padrões de glicosilação quando comparados às células normais 

(POWLESLAND et al., 2009). As células tumorais têm alterado o metabolismo 

da glicose, produzindo ATP através da glicólise mesmo sob condição 

normóxica e, deste modo, aumentando a absorção do carboidrato 

aproximadamente dez vezes mais do que o tecido normal adjacente afim de 

sustentar um metabolismo altamente exigente. Este desvio metabólico foi 

denominado “Efeito Warburg”, e é crítico para manutenção do fenótipo maligno 

(WARBURG, 1956). A alta taxa de fluxo glicolítico é uma característica 

metabólica central dos tumores, influencia a expressão dos transportadores de 

glicose (Glut) (CARVALHO et al., 2011).   

No microambiente do tumor, alterações na estrutura e/ou distribuição dos 

carboidratos permitem que as células neoplásicas interfiram em alguns eventos 

que propiciam a invasão e disseminação de células tumorais pelo organismo 

(metástase), angiogênese e silenciamento do sistema imune, tais como, 

ativação de receptores, adesão e motilidade celular (FUSTER; ESKO, 2005).  

Vários carboidratos são reconhecidos como mediadores de eventos 

fisiopatológicos durantes as etapas de progressão do tumor (Figura 15). A 

progressão tumoral envolve uma série de alterações na sinalização intracelular 

e intercelular, que promovem a desregulação do ciclo celular e facilitam a 

proliferação para promover o surgimento de um subconjunto de células 

invasoras que se dissociam do tumor, digerem a membrana basal e a matriz 

extracelular e migram para outras regiões. As células tumorais que se 

dissociam formam uma rede neovascular de células endoteliais do hospedeiro 
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(angiogênese), se aderem a plaquetas, leucócitos ou a células endoteliais dos 

vasos sanguíneos ou linfáticos para facilitar a evasão do sistema imune inato. 

Finalmente, uma célula remanescente invade, neovasculariza e se prolifera em 

um novo tecido (FUSTER; ESKO, 2005). 

 

Figura 15. Representação esquemática dos carboidratos que participam dos principais eventos 

fisiopatológicos durante a progressão do tumor. 

Fonte: FUSTER; ESKO, 2005.  
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Girnita e colaboradores (2000) observaram que o tratamento de células 

neoplásicas do melanoma e do sarcoma com inibidores da N-glicosilação in 

vitro inibiu o crescimento de tumores dependentes da sinalização pelo receptor 

do fator de crescimento semelhante à insulina (IGF 1R). A N-glicosilação do 

IGF 1R é necessária para fosforilação e translocação desta proteína na 

superfície celular, e o subsequente crescimento e sobrevivência das células 

neoplásicas.  

Inibidores de pequenas molécula da via glicolítica e 2-deoxi-D-glicose (2-

DG), análogo estável da glicose e inibidor da hexoquinase (enzima chave da 

via glicolítica), têm sido utilizados como fármacos para o tratamento de células 

tumorais (PELICANO et al., 2006; JUNG et al., 2013; LI et al., 2013; DATTA et 

al., 2013; MULEY; OLINGER; TUMMALA, 2015).  

Smetana et al. (2003) reportaram que laminina, principal componente da 

membrana basal, exibem epítopos sacarídicos únicos (oligossacarídeos ricos 

em manose). Portanto, a alteração na expressão de α-D-glicose/manose nesta 

proteína pode modificar as interações adesivas entre células transformadas, 

contribuindo para desprendimento das células cancerosas do tumor primário, 

motilidade e aquisição de um fenótipo invasivo. 

Várias mudanças estruturais comuns ocorrem em glicanos tumorais e 

podem afetar as interações entre os glicanos de superfície celular do tumor 

com as lectinas endógenas, os quais podem determinar o potencial metastático 

das células neoplásicas, incluindo aumento no nível de ramificação das 

estruturas, bem como o aumento na expressão de sequências terminais 

incomuns (KIM; VARKI, 1997). Estas mudanças frequentemente resultam no 

aumento da exposição de resíduos de galactose terminais, tais como aqueles 
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encontrados no antígeno T câncer-associado (Gal β1-3 GalNAc) e o 

trissacarídeos Lewis X (Galβ1 4(Fucα1-3)GlcNAc) (POWLESLAND et al., 

2009). 

Dentre as inúmeras técnicas existentes para análise da mudança na 

composição de glicanos, as lectinas funcionam como eficientes ferramentas 

para detecção e análise de carboidratos devido a sua elevada especificidade 

da interação lectina-carboidrato (BROOKS, 2009). 

 

2.4 Lectinas e suas interações com os carboidratos 

Lectinas, geralmente derivadas de plantas, demonstraram ser muito 

eficiente para detectar glicosilação aberrante em células (AUDFRAY et al., 

2015). Estas proteínas ou glicoproteínas, de origem não imune, possuem a 

habilidade de se ligar especificamente a mono ou a oligossacarídeos de forma 

reversível, sendo frequentemente encontradas na superfície celular ou em 

partículas intracelulares (SHARON; LIS, 1989; MODY; JOSHI; CHANEY, 1995; 

MINKO, 2004; SHARON; LIS, 2004; BOUCKAERT et al., 2005; RABINOVICH 

et al., 2007). Estas moléculas contêm dois ou mais sítios de ligação a açucares 

e podem aglutinar células e/ou precipitar complexos de carboidratos 

conjugados a proteínas e lipídeos (MODY; JOSHI; CHANEY, 1995). 

O termo lectina é derivado da palavra legere, cujo significado em latim é 

“escolher” ou “selecionar”. Os estudos sobre lectinas foram iniciados em 1888, 

quando Herrmann Stillmark descreveu a capacidade de aglutinação da ricina 

(VARKI et al., 2009). Essas proteínas foram inicialmente encontradas e 
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descritas em plantas, e posteriormente isoladas de microrganismos e animais 

(SHARON; LIS, 2004).  

As lectinas funcionam como mediadores da transferência de informações 

em sistemas biológicos, exercendo suas funções através da interação com 

glicoproteínas, glicolipídeos e oligossacarídeos (Figura 16) (NILSSON, 2007). 

Este grupo de proteínas pode ser encontrado em diferentes compartimentos 

celulares dos organismos, e a sua localização reflete a sua diversidade de 

função. Lectinas endógenas participam de vários processos biológicos, tais 

como, reconhecimento célula-célula, interações célula-matriz extracelular, 

fertilização, desenvolvimento embrionário, crescimento, diferenciação, 

sinalização, adesão e migração celular, apoptose, imunomodulação e 

inflamação, interação patógeno-hospedeiro, dobramento e endereçamento de 

glicoproteínas, indução mitogênica e homeostase (GHAZARIAN; IDONI; 

OPPENHEIMER, 2011). 
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Figura 16. Interações de superfície celular lectina-carboidratos. 

Fonte: SHARON; LIS, 2004. 

 

As sequências de aminoácidos de várias lectinas e as estruturas 

tridimensionais das mesmas têm sido elucidadas. Isto torna possível substituir 

a tradicional divisão de lectinas de acordo com a sua origem, ou seja, plantas 

animais e microorganismos, por uma classificação baseada em características 

estruturais comuns. A maioria das lectinas pode ser classificada em três 

grupos: simples, mosaico (multidomínio) e complexos macromoleculares. 

Dentro de cada classe, as lectinas podem ser agrupadas em famílias distintas 

com sequências semelhantes e propriedades estruturais (LIS; SHARON, 1998). 
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Lectinas simples possuem um pequeno número de subunidades, não 

necessariamente idênticas, de baixo peso molecular (abaixo de 40 KDa), as 

quais podem conter um domínio adicional além do sítio de ligação ao 

carboidrato. Cada monômero é constituído β-folha antiparalelas ligadas por 

loops curtos e voltas, e desprovido de qualquer estrutura helicoidal. Esta 

categoria inclui praticamente todas as lectinas de vegetais conhecidas, bem 

como as galectinas (Figura 17), uma família de lectinas de origem animal que 

reconhece especificamente resíduos de galactose (LIS; SHARON, 1998; 

ETZLER; SUROLIA; CUMMINGS, 2009). 

No grupo mosaico (multidomínio) estão incluídas diversas proteínas de 

diferentes fontes: hemaglutininas virais e as lectinas animais tipo C, P, I (Figura 

17). Possuem uma ampla faixa de pesos moleculares, que consistem de vários 

tipos de módulos de proteínas ou domínios, e apenas um deles possui o sítio 

de ligação ao carboidrato. A maioria dessas lectinas é monovalente, entretanto, 

quando inseridas em membranas, agem de forma multivalente. As lectinas tipo-

C são nomeadas assim porque precisam de Ca2+ no sítio de ligação para 

reconhecer os carboidratos. Pertencem a este grupo mais de 50 proteínas, 

todas caracterizadas por um domínio de reconhecimento ao carboidrato (CRD) 

composto por 115-130 aminoácidos, dos quais 14 são invariantes e 18 são 

altamente conservados. As lectinas incluídas neste grupo foram agrupadas em 

três famílias: lectinas endocíticas, colectinas e selectinas (LIS; SHARON, 1998; 

CUMMINGS; MCEVER, 2009).    

O CRD tipo P foi encontrado apenas em dois tipos de lectinas: receptores 

de manose-6-fosfato, um de alto peso molecular (300 KDa) e não necessitam 

de cátions para a sua atividade e outro de baixo peso molecular (45 KDa) cuja 
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atividade é Ca2+ dependente. Ambas são glicoproteínas transmembranas 

(VARKI; KORNFELD, 2009).  

Lectinas tipo-I são caracterizadas por possuirem números variados de 

domínios celulares semelhantes à imunoglobulina. Portanto, são membros da 

superfamília das imunoglobulinas. A mais importante e melhor lectina 

caracterizada é a sialoadesinas, família de glicoproteínas que reconhece 

especificamente resíduos de ácido siálico e possuem domínio extracelular 

semelhante à região variável das imunoglobulinas. Estas proteínas estão 

presentes na superfície de macrófagos, linfócitos e células mielóides (VARKI;  

CROCKER, 2009).  

As lectinas do tipo-R pertencem à superfamília de proteínas as quais 

contêm um CRD estruturalmente semelhante ao da ricina. Estas lectinas estão 

presentes em animais, bactérias e plantas, as quais contêm uma subunidade 

separada (toxina potente) (CUMMINGS; ETZLER, 2009).  

Os complexos macromoleculares são encontrados em bactérias, 

geralmente sob a forma de fímbrias (ou pili), organelas filamentosas 

heteropolimérica presentes na superfície bacteriana. O “tronco” do filamento 

fimbrial é composto de unidades protéicas que desempenham um papel 

estrutural. Apenas uma subunidade destas proteínas possui o sítio de ligação 

ao carboidrato responsável pela atividade e especificidade ao açúcar das 

fímbrias, por exemplo para manose (fímbria tipo I) ou galabiose (fímbria P) 

(GAASTRA, 1996; LIS; SHARON, 1998). 
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Figura 17. Exemplos esquemáticos dos principais tipos de lectinas animais, com base na 

estrutura da proteína. 

Fonte: VARKI et al., 2009. 

 

Além disso, essas proteínas podem também ser classificadas de acordo 

com a quantidade de CRD que possuem (Figura 18); merolectinas, 

hololectinas, quimerolectinas e multilectinas. As merolectinas possuem apenas 
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Merolectinas 
Hololectinas 

Quimerolectinas Multilectinas 

um sítio de ligação a carboidrato e, portanto, são incapazes de aglutinar 

células. As hololectinas (maioria das lectinas) são compostas por dois ou mais 

sítios de ligação a açúcares idênticos, e possuem a capacidade de aglutinar 

células e precipitar glicoconjugados. As quimerolectinas são constituídas de 

sítios ligantes a carboidratos e outro sítio com atividade catalítica ou biológica 

diferente que reagem independentemente do domínio ligante a açúcares. As 

multilectinas possuem sítios de ligação a carboidrato idênticos, mas com 

especificidades diferentes (PEWMANS E VAN DAMME, 1995) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Classificação das lectinas de acordo com a quantidade de CDR. 

Fonte: BRUSTEIN, 2007 
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Nas últimas décadas, a interação entre lectinas e carboidratos tem sido o 

foco de inúmeros estudos devido ao papel fundamental que ela desempenha 

nos processos biológicos citados acima. Por muito tempo, o advento do dogma 

central da biologia molecular e a investigação de sequências de peptídeos, 

proteínas, DNA e outras interações foram o objetivo de estudos da comunidade 

científica. Todavia, os carboidratos possuem um elevado potencial para 

armazenar ou transcrever informações tanto quanto os nucleotídeos e os 

aminoácidos. Isso se deve ao fato de que os açúcares assumem muitas 

conformações monoméricas (VARKI et al., 2009). 

As interações entre os glicanos (oligo, mono e polissacarídeos) e as lectinas 

são estabelecidas por meio do CRD, os quais são “rasos” e pré-formados, uma 

vez que poucas mudanças conformacionais ocorrem após a ligação entre as 

moléculas (WEIS; DRICKAMAR, 1996). As interações entre os carboidratos e 

as lectinas são semelhantes às interações estabelecidas por antígenos e 

anticorpos, ou seja, fracas (constantes de dissociação na faixa de milimolar), 

seletivas, reversíveis e ocorrem sem que haja reação química. 

(JEYAPRAKASH et al., 2003). Isto se faz necessário para a participação destas 

proteínas nos mecanismos biológicos. Entretanto, algumas lectinas são 

capazes de reconhecer glicanos com alta afinidade (constantes de dissociação 

na faixa de nanomolar) (VARKI et al., 2009).  

Como citado anteriormente, uma única lectina pode reconhecer diferentes 

carboidratos, por exemplo, certas variações na posição C-2 do anel 

piranosídeo podem ser toleradas, resultando na interação de lectinas glicose-

específica com a manose, e na interação de lectinas galactose-específica com 

N-acetilglicosamina (PEI, 2006). 



Lima, LRA   Revisão Bibliográfica 

35 
 

Já se tem o conhecimento de que lectinas se ligam a carboidratos através 

de pontes de hidrogênio entre os grupos hidroxil dos carboidratos e os resíduos 

dos aminoácidos polares (Figura 19). As interações proteína-carboidrato são 

frequentemente mediadas por íons metálicos presentes em seus sítios de 

ligação específicos para carboidratos, tais como cálcio, zinco e magnésio. 

Estes íons formam pontes entre os átomos de oxigênio das hidroxilas dos 

carboidratos e os resíduos carregados negativamente das lectinas. As posições 

das faces apolares dos carboidratos e os resíduos dos aminoácidos aromáticos 

encontrados na estrutura do complexo proteína-carboidrato indicam outro tipo 

de contato classificado como interações hidrofóbicas ou de van der Waals 

(WIMMEROVÁ et al., 2012). 

O complexo lectina-carboidrato não possui uma única conformação 

estrutural. Uma vez formado, as posições das moléculas podem mudar, isto é, 

o carboidrato pode se mover dentro do CRD, as cadeias secundárias dos 

carboidratos podem rotacionar e também, o carboidrato pode eventualmente 

deixar o sítio de ligação e interagir com outras partes da proteína (LIS; 

SHARON, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 



Lima, LRA   Revisão Bibliográfica 

36 
 

 

 

Figura 19. Interação dos monossacarídeos do gangliosídeo GM1 ligado à subunidade B da 

toxina da coléra. 

Fonte: VARKI et al., 2009. 

 

Ensaios imunoenzimáticos (ELISA – “enzyme-linked immunosorbant assay”) 

são métodos utilizados para monitorar a especificidade das lectinas por 

carboidratos. Esses ensaios utilizam mono, oligossacarídeos ou 

glicoconjugados, com o objetivo de avaliar qual deles apresenta maior 

afinidade pela lectina. Entretanto, o uso de técnicas capazes de monitorar 

diretamente a interação lectina-carboidrato, como interferometria de 

polarização (RICARD-BLUM et al., 2006), ensaio de lectina ligado a enzima 

(ELLAs) (WU et al., 2006), espectroscopia de impedância (La BELLE et al., 

2007), microbalança de cristal de quartzo (QCM) (SHEN et al., 2007), técnicas 

de microarray (LIANG et al., 2007), ressonância plasmônica de superfície 

(SPR) (LINMAN et al., 2008), raio-X e espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear (NMR) (ARDÁ et al., 2011), têm sido amplamente 
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divulgadas como modelo nos estudos de interações moleculares. 

Polissacarídeos ou monossacarídeos terminais presentes em glicoconjugados 

interagem com os sítios de ligação ao carboidrato das lectinas com maior 

avidez. Constantes de afinidade para essas moléculas são mil vezes maiores 

do que as observadas para monossacarídeos (LIS; SHARON, 1998).  

 

2.4.1 Concanavalina A (Con A)  

Con A é uma lectina de origem vegetal, obtida das sementes de Canavalia 

ensiformes (Família Leguminosae, tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae) que 

se liga especificamente às unidades de α-D-manose/glicose de carboidratos 

complexos. Sua estrutura molecular, reportada por Sanders e colaboradores 

(2001), é composta por duas subunidades idênticas de 237 resíduos de 

aminoácidos de 25,5 KDa cada uma (Figura 20). Ela se apresenta como 

dímero em pH 4,5 a 6,0, e em pH maior que 7,0, é predominantemente um 

tetrâmero (DAM; BREWER, 2002). 

O reconhecimento dos carboidratos pela Con A ocorre através de ligações 

do tipo pontes de hidrogênio formadas entre os resíduos de aminoácidos 

apolares Asn14, Arg228, Try100 e Asp208 e os átomos de oxigênio do anel 

glicosídico, formando o chamado “cluster effect”. Além disso, para a molécula 

de Con A se ligar aos resíduos de carboidratos, dois íons metálicos, Mn2+ e 

Ca2+, devem estar presentes no meio. Cada íon Mn2+ está coordenado aos 

resíduos Glu8, His24, Asp10 e Asp19 da unidade monomérica da lectina, e 

duas moléculas de água, enquanto o Ca2+ está coordenado aos resíduos 
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Asp10, Asp19, Try12 e Arg228, e mais duas moléculas de água (LORIS et al., 

1998; SANDERS et al., 2001). 

 

 

Figura 20. Diagrama esquemático da estrutura tetramérica da Con A no qual se observam os 

quatro sítios de ligação para carboidratos. 

Fonte: LORIS et al., 1998. 

 

2.4.2 Wheat germ aglutinina (WGA) 

WGA, membro da família dos cereais obtida do Triticum vulgaris (trigo), é 

uma mistura de três isolectinas (WGA 1, WGA 2 e WGA 3), produto de 

diferentes genes, que diferem levemente na composição dos seus aminoácidos 

(SCHWEFEL et al., 2010). A proteína fisiologicamente ativa é um homodímero 

de duas subunidades idênticas de 36 kDa desprovidos de metais que se 

associam em um modelo “cabeça-cauda” (Figura 21). Cada subunidade é 

constituída de quatro subdomínios homólogos (A a D) de 43 aminoácidos, os 

domínios são similarmente enovelados com quatro pontes dissulfeto 
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posicionadas de maneira idêntica, tornando a molécula altamente estável. A 

WGA exibe especificidade para dois tipos de açúcares N-acetilados, N-acetil-D-

glicosamina (GlcNAc) e N-acetil-ácido neuramínico (NeuNAc) (LIS;SHARON, 

1998; SCHWEFEL et al., 2010). 

Como ilustrado na figura 21, a partir de estudos com cristais de mono-, di- e 

trissacarídeos, dois sítios/subunidades de ligação a carboidratos 

independentes têm sido identificados nas regiões de contato dos domínios dos 

monômeros opostos 1 e 2 (B1/C2 ou B2/C1, D1/A2 ou D2/A1). Um dos 

domínios participantes age como “principal” (pr) domínio de ligação e o outro 

como domínio “auxiliar” (hl) (B1(pr)/C2 (hl) e D1 (pr)/A2 (hl), etc). O domínio 

“pr” proporciona numerosos contatos com o sacarídeo ligado através de três 

resíduos de aminoácidos aromáticos nas posições 21, 23 e 30, e uma serina na 

posição 19 do domínio.  O domínio “hl” contribui com um grupo carboxil, 

preferencialmente um glutamato, na posição 29 (SCHWEFEL et al., 2010). 

WGA tem sido utilizada como uma importante ferramenta para o estudo de 

ativação de plaqueta (RENDU; LEBRET, 1984), transporte de glicose (YANG et 

al., 2000), fertilização (OKUMURA et al., 2012), inibição do crescimento celular 

(EBERT et al., 2009) e glicobiologia do câncer (RÊGO et al., 2013a). 
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Figura 21. Estrutura cristalina da isoforma 1 da lectina dimérica WGA.  Cadeia polipeptídica 1 

em verde e a 2 em ciano.  

Fonte: SCHWEFEL et al., 2010. 

 

1.4.3 Peanut aglutinina (PNA) 

O nome “peanut agglutinin” foi originado a partir da sua habilidade em 

aglutinar linfócitos T e hemácias tratadas com a enzima neuraminidase 

(RAVISHANKAR et al., 2001). PNA, lectina isolada do amendoim Arachis 

hypogaea, possui especificidade pela sequência Gal-β(1-3)-GalNAc e 

apresenta estrutura homotetramérica (Figura 22) com quatro monômeros 

idênticos de ligação a carboidratos com peso molecular de 110 KDa e 

constituída por 236 resíduos de aminoácidos. Cada subunidade é constituída 

por estruturas em folhas-β interconectadas por alças de comprimento variável 

(BANERJEE et al., 1996; NATCHIAR et al., 2006). O principal núcleo 

hidrofóbico das subunidades está entre as duas principais folhas-β. Existe um 

núcleo hidrofóbico secundário entre a superfície côncava dobrada. O local de 
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ligação ao açúcar é composto por 4 alças localizadas no topo da dobra. Como 

em toda lectina derivada de legumes, os íons Ca2+ e Mn2+ estão envolvidos na 

orientação dos grupos que interagem com o carboidrato (NATCHIAR et al., 

2006). 

PNA tem sido utilizada na triagem de células progenitoras do timo e 

detecção de células malignas (ADHIKARI et al., 2001), na identificação de 

grupos sanguíneos (KHAN et al., 2002), em sistemas de nanocarreadores 

específicos de drogas (DAL BÓ et al., 2014) e na avaliação do glicofenótipo de 

tumores mamários (CAMPOS et al., 2006; BRUSTEIN et al., 2012), cutâneos 

(LIMA et al., 2013) e prostáticos (SILVA et al., 2014). 

 

 

Figura 22. Representação da estrutura tridimensional da PNA ligada à seqüência sequência 

Gal-β(1-3)-GalNAc por interações de van der Waals. As quatros subunidades estão indicadas 

por A, B, C e D. As esferas magenta e ciano representam os íons Mn
2+ 

e Ca
2+

, 

respectivamente. 

Fonte: NATCHIAR et al., 2006. 
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1.4.4 Ulex europaeus aglutinina-I (UEA-I)  

A lectina UEA-I reconhece especificamente resíduos de α-L-fucose e 

oligossacarídeos que contêm fucose, como por exemplo, α-L-Fuc (1→2) β-D-

Gal (1→4) β-D-GlcNAc (CAZAL; LALAURIE, 1952), e forma um homotetrâmero 

(Figura 22) com peso molecular 63 KDa (MEISSNER et al., 1995). Trabalhos 

comprovaram que a isoforma UEA-I se liga às células do epitélio olfativo e 

nasal (HOLMES et al., 1985; TUORI; VIRTANEN; UUSITALO, 1994), córneo-

conjutival (HASSID et al., 1997; MALZ; SCHWARTZ; KUHN, 1999), do trato 

digestivo e às células M da placa de Peyer (CLARK et al., 1995; KESSIMIAN et 

al., 1986; SHARMA; SCHUMACHER; ADAM, 1998), na membrana celular de 

células do carcinoma mucoepidermóide de glândula parótida (SOBRAL et al., 

2010) e aos tumores derivados de células endoteliais e epiteliais (MIETTINEN 

et al., 1983), células de tumores cutâneos (LIMA et al., 2013) e de tumores 

mamários (ANDRADE et al., 2013). 

 

 

Figura 23. Representação da estrutura tridimensional da UEA. 

Fonte: LORIS et al., 2000. 
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1.4.5 Maackia amurensis aglutinina (MAA) 

A presença de um composto com atividade hemaglutinante nas sementes 

de Maackia amurensis foi descrito em 1960 por Boyd e colaboradores. Duas 

isolectinas foram purificadas e denominadas hemaglutinina (MAH) e 

leucoaglutinina (MAL), refletindo suas específicas atividades de aglutinação 

para diferentes tipos de células sanguíneas. MAL apresentou forte 

especificidade para as cadeias de carboidratos contendo ácido siálico, 

particularmente para a sequência αNeuAc(2–3)βGal(1–4)βGlcNAc/Glc. A 

unidade assimétrica contém duas subunidades (A e B) com 258 aminoácidos. 

Cada monômero se dobra em duas folhas-β e depois se associam para formar 

um dímero com 74 KDa (34 e 35 KDa cada monômero), caracterizado por uma 

grande cadeia folha-β resultante do ponto de encontro da parte anterior de 

duas folhas. Quando em solução, os dímeros se reunem e formam um 

tetrâmero (Figura 23). Os dois dímeros interagem através da sua parte externa 

e, como resultado, gera um grande canal no meio do tetrâmero (YAMAMOTO; 

KONAMI; IRIMURA, 1997; IMBERTY et al., 2000). 

MAA mostrou ser uma potente sonda para avaliação do glicofenótipo de 

tumores cutâneos (LIMA et al., 2013) e mamários (BADR et al., 2013), de 

polipos nasais de pacientes com fibrose cística (HASSID et al., 2000), de 

câncer de pulmão de células não-pequenas (MEHTA et al., 2013) e para 

detecção de receptores do vírus influenza em camundongos (NING et al., 

2009). Além disso, atua como importante agente indutor de apoptose em 

células de câncer de pulmão de células não-pequenas (LALLI et al., 2015). 
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Figura 24. Estrutura tetramérica da MAA. Os íons Ca
2+

 e Mn
2+ 

estão representados como 

esferas verde e magenta, respectivamente. 

Fonte: IMBERTY et al., 2000. 

 

2.5 Isoterma de Langmuir 

Os cálculos das constantes de afinidade aparente (Ka) das lectinas por 

diferentes açúcares podem ser realizados de acordo com o modelo de 

adsorção de Langmuir. As isotermas são curvas que indicam a forma como o 

adsorvente efetivamente adsorverá o soluto, se a purificação requerida pode 

ser obtida, oferece uma estimativa da quantidade máxima de soluto que o 

adsorvente adsorverá e fornece informações que determinam se o adsorvente 

pode ser economicamente viável para a purificação do líquido (MEZZARI, 

2002; MORENO-CASTILLHA, 2004). Existem diversos tipos de isotermas e 
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estas podem ser agrupadas em seis classes, enquadradas nos tipos de I a V 

da classificação proposta por Brunauer, Emmett e Teller (GREGG; SING, 1982) 

e por PIERCE enquadrada o tipo VI (SMÍŠEK; CERNÝ, 1970). Equações 

teóricas ou semi-empíricas foram desenvolvidas para interpretar ou predizer as 

isotermas. As equações de Langmuir, Freundlich e BET são as mais utilizadas. 

Em 1918, Langmuir propôs uma teoria para explicar a adsorção sobre uma 

superfície uniforme, simples, infinita e não porosa. O modelo baseia-se na 

hipótese de movimento das moléculas adsorvidas pela superfície do 

adsorvente, de modo que à medida que mais moléculas são adsorvidas, há 

uma distribuição uniforme formando uma monocamada que recobre toda a 

superfície (AMUDA et al., 2007). A teoria de Langmuir utiliza o conceito 

dinâmico do equilíbrio de adsorção que estabelece a igualdade nas 

velocidades de adsorção e dessorção. São utilizadas as seguintes 

aproximações: a adsorção é monomolecular, a superfície é energeticamente 

homogênea e não existe interação entre as partículas adsorvidas (RADHIKA; 

PALANIVELU, 2006). 

A expressão da isoterma de Langmuir é representada pela equação abaixo: 

 

     
          

            
 

 
Onde: 

 

KL é a constante de Langmuir que fornece a capacidade de adsorção teórica na 

monocamada (L g-1); 
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Qm é uma constante relacionada com a energia de adsorção (L mg-1); 

Ce é a concentração do adsorbato no equilíbrio (mg L-1); 

Qe é a quantidade adsorvida por grama do adsorvente (mg g-1); 

 

Os parâmetros de adsorção, Qm e KL, podem ser determinados 

transformando a equação de Langmuir para a forma linear. A equação 

linearizada é expressa a seguir: 

 

  

  
   

 

    
   

 

  
     

 

Construindo um gráfico temos que,  Ce/Qe em função de Ce é uma reta com 

interseção 1/QmKL e inclinação 1/KL. 

Para prever se a isoterma de adsorção é favorável ou desfavorável o 

parâmetro de equilíbrio RL pode ser calculado através da equação abaixo:  

 

     
 

       
 

 

A tabela 1 indica a relação entre o valor de RL e a possibilidade de 

adsorção. 
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                   Tabela 1. Fator de Separação e tipo de isoterma 

Fator de Separação (RL) Tipo de Isoterma 

RL > 1 Desfavorável 

RL = 1 Linear 

0 < RL < 1 Favorável 

RL = 0 Irreversível 

 

 

A equação de Langmuir, adaptada à complexação da lectina com o 

carboidrato, pode-se derivar a partir do equilíbrio entre os carboidratos 

disponíveis (C*), lectinas ofertadas (L) e os complexos formados (CL): 

 

 

 

 

A constante K de equilíbrio é fornecida pela equação: 

  

 

 

 

Para os parâmetros bioquímicos, a isoterma de Langmuir é formalmente 

equivalente à equação de Hill, descrita abaixo.  

 

CL C* + L ↔ 

K =  
CL 

[C*] [L] 
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Onde: 

: fração dos sítios de ligação da proteína que estão ocupados pelo 

ligante; 

[L]n: concentração do ligante livre (não-ligado); 

Kd: constant de dissociação aparente, derivada a partir da lei de ação das 

massas (constante de equilíbrio para dissociação); 

KA: concentração do ligante responsável por ocupar metade dos sítios de 

ligação da proteína;  

n: coeficiente de Hill, o qual descreve cooperatividade (ou possivelmente 

outra propriedade bioquímica, dependendo do contexto ao qual a equação de 

Hill seja aplicada). 

 

Em nosso laboratório o glicocódigo de tecidos tem sido investigado 

mediante quimiluminescência. Para isto lectinas têm sido conjugadas ao EA. A 

hidrólise do éster, covalentemente ligado à proteína, libera luz (fótons) capaz 

de ser detectada (luminômetro) e quantificada. Campos et al. (2006) 

empregaram Con A, conjugada a EA como ferramenta histoquímica 

quimioluminescente. Biópsias de tecidos mamários normais e com carcinoma 

ductal invasivo (CDI) foram tratadas com o conjugado Con A-EA. A emissão de 

fótons observada durante a quebra do EA, ligado à Con A, foi quantificada, 

expressa em unidade relativa de luz (URL) e correlacionada à marcação do 

tecido normal e transformado. 

Os resultados mostraram uma relação linear entre URL e a área de tecido 

na faixa de 0.125 - 1.0cm2 (Figura 24). Além disso,os valores de URL foram 

*L+
n
 

Φ = 
*L+

n
 

K
d
 + (K

A
)
n
 *L+

n
 

= 
*L+

n
 

+ 
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maiores para o CDI (1.283.920x 103 ± 220.621 x 103) do que para o tecido 

normal (2.565x 103 ± 0.247x 103), ou seja, cerca de 500 vezes maior. 

 

 

 

Figura 25. Relação entre quimioluminescência e área de tecido mamário diagnosticado como 

carcinoma ductal invasivo. A emissão de fótons, expressa em unidades relativa de luz (URL), 

foi detectada a partir de amostras de tecidos diferentes tratados com concanavalina A 

conjugada ao éster de acridina (Con A-EA). 

Fonte: CAMPOS et al., 2006. 

 

 

Recentemente, Brustein et al. (2012) repetiram esses resultados com a Con 

A incluindo amostras de tecidos mamários com fibroadenoma, tumor benigno 

que surge na unidade lobular do ducto terminal da mama (ABE et al., 2004). 

Observa-se na Figura 25, que a relação URL versus área de tecido 

diagnosticado com CDI descreve uma curva linear, enquanto que uma 

hipérbole retangular é obtida para o tecido com fibroadenoma.  
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Brustein at al. (2012) investigaram ainda os mesmos tecidos, porém, 

empregando lectina obtida de sementes de amendoim (PNA), específica para 

galactose (Figura 26). Nesse caso hipérboles retagulares foram descritas para 

ambos os tecidos. 

 

 

Figura 26. Relação entre URL e a áreade tecido mamáriodiagnosticado comofibroadenoma(□) 

e CDI (■) empregando ConA-AE. 

Fonte: BRUSTEIN et al., 2012 
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Figura 27. Relação entre URL e a área de tecido mamário diagnosticado como fibroadenoma 

(□) e CDI (■) empregando PNA-AE. 

Fonte: BRUSTEIN et al., 2012. 

 

URL emitidas pelo conjugado Con A-EA revelaram que a emissão de luz é 

um fenômeno de reconhecimento dependente da área de tecido em estudo, 

dependendo do número de resíduos de sacarídeo nesta superfície. A razão 

para o aumento proporcional em URL com a área de tecido, o que foi 

observado para ambos os tecidos benignos e CDI, está relacionada com a  

quantidade de complexo lectina-carboidrato formado nos tecidos avaliados. A 

curva para o fibroadenoma assemelha-se à isoterma de Langmuir, enquanto 

que para o CDI o aumento da URL foi linear em relação à área de tecido. 

Estes resultados indicam que a área de tecido é um parâmetro importante 

na taxa de reação quimiluminescente nas condições presentes quando lectinas 

são usadas como sondas histoquímicas. Deve-se enfatizar que Brustein et al 

(2012) verificaram que a relação proporcional entre a quantidade de hidratos de 

carbono acessíveis no tecido e seu reconhecimento por lectinas, fenômeno 
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revelado pela quimiluminescência, foi abolida quando Con A-EA foi inibida pelo 

seu açúcar específico (metil-α-D-manosídeo).  

O desvio da linearidade observada para o fibroadenoma seria um reflexo da 

expressão glucose/manose e/ou disposição do resíduo carboidrato da 

glicoproteina da superfície celular nesta doença, desde que a área de tecido 

estudada foi a mesma do CDI (0.125-1 cm2), bem como a concentração de 

conjugado e parâmetros de reação semelhantes ao CDI. 

 

2.6 Quimiluminescência 

A primeira referência ao fenômeno quimiluminescente remonta a 1877, 

quando Radziszewski observou que a lofina emitia luz verde ao reagir com o 

oxigênio na presença de uma base forte. Entretanto, o termo 

“quimiluminescência” só foi introduzido por Wiedemann, em 1888, que 

classificou o fenômeno da luminescência em seis tipos diferentes de acordo 

com a sua forma de excitação (GARCÍA-CAMPAÑA; BAEYENS, 2000).  

A quimiluminescência é definida como emissão de radiação eletromagnética 

(ultravioleta, visível ou infravermelho) produzida por uma reação química. O 

fenômeno pode ser observado quando um dos intermediários ou produtos da 

reação é produzido em estado eletronicamente excitado, que pode emitir 

radiação ao regressar ao estado fundamental, ou transferir sua energia para 

outra molécula que, posteriormente, emitirá radiação (LARA; GARCÍA-

CAMPAÑA; AARON, 2010).  

Substâncias quimiluminescentes podem ser detectadas na faixa de 

fentomoles ou atomoles (10-15 a 10-18 mol), com sensibilidade superior aos 
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ensaios espectrofotométricos (10-6 a 10-9 mol) e fluorimétrico (10-9 a 10-12 mol) 

(CAMPBELL et al.,1985). Vários compostos orgânicos exibem QL em 

condições apropriadas, dentre os quais se destacam o luminol, isoluminol, 1,2-

dioxetanos, éster de acridina ou seus derivados como alguns dos marcadores 

utilizados em imunoensaios quimioluminescentes (RODA; GUARDIGLI, 2012).  

A exploração da QL para fins analíticos começou na década de 70, para 

reações em fase gasosa e, na década seguinte, para reações em fase líquida. 

Desde então, o número de reações que produzem quimiluminescência 

descritas na literatura tem aumentado com aplicações analíticas na área 

biomédica, química, ambiental, alimentar e toxicológica (GARCÍA-CAMPAÑA; 

BAEYENS, 2000).  

A aplicação da QL na química analítica depende da acoplagem da 

substância de interesse a um dos participantes da reação quimiluminescente 

ou ao produto no estado excitado (Figura 27). A concentração da amostra 

desconhecida será proporcional à produção de luz total emitida ou a um 

parâmetro físico associado à luminescência, tal como cor ou polarização da luz 

emitida (RODA et al., 2000). 

A detecção quimiluminescente apresenta inúmeras vantagens, tais como, 

possibilidade de quantificação, baixos limites de detecção (na faixa de 

fentomoles); simplificação do sistema óptico, uma vez que não necessita de 

uma fonte de radiação externa; ensaios rápidos; substituição aos radioisótopos, 

os quais se tornaram poucos populares devido à sua curta meia vida, ao perigo 

potencial à saúde e aos problemas quanto aos dejetos gerados (GAMIZ-

GRACIA et al., 2009).  
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Figura 28. Conjugação do EA à proteína e reação quimiluminescente do anel acridona 

conjugado à biomolécula.  

Fonte: NATRAJAN; WEN, 2015. 

 

A QL pode ser utilizada, como método de detecção, em técnicas 

separativas como cromatografia líquida de alta performance (GAMIZ-GRACIA 

et al., 2009), eletroforese capilar (LARA; GARCÍA-CAMPAÑA; AARON, 2010), 

imunoensaios (FAN et al., 2009), biossensores (LUO et al., 2012) e 

imageamento in vitro (RODA et al., 2011) e in vivo (RODA et al., 2009; WU et 

al., 2009), agregando a elevada especificidade destas técnicas com os baixos 

limites de detecção proporcionados pelos ensaios quimiluminescentes.  

Vários sais de acridina podem ser estimulados a produzir luz em presença 

de solução alcalina de peróxido de hidrogênio (H2O2), na ausência de 

catalisador. Tais compostos incluem os derivados de acridina, moléculas que 

possuem um nitrogênio quaternário central e uma ramificação no carbono 9 

onde está inserido um radical éster fenil instável (NATRAJAN; SHARPE; WEN, 

2012). A figura 28 ilustra o mecanismo proposto para reação 

quimiluminescente do EA. Em condições alcalinas, o ânion peróxido de 
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hidrogênio (HOO-) ataca a molécula de acridina, e a mesma sofre um rearranjo 

intermolecular formando o intermediário dioxetano (IV). Este composto se 

decompõe rapidamente produzindo radical fenol ligado à proteína e N-

metilacridona (V), cujo fóton liberado pode ser detectado a 470 nm (KING et al., 

2007). 

Ésteres de acridina substituíram rapidamente os compostos 

quimiluminescentes luminol e isoluminol por apresentarem ensaios mais 

rápidos e maior sensibilidade (KRICKA, 2003). Portanto, essas moléculas têm 

sido amplamente utilizadas na detecção de DNA, RNA e enzimas, em 

imunoensaios (RODA; GUARDIGLI, 2012), em análise de água e alimentos 

(KING et al., 2007; LIU; LIN; LIN, 2010), em imunohistoquímica (RÊGO et al., 

2013b; ARAÚJO-FILHO et al., 2013) e na histoquímica com lectinas (CAMPOS, 

et al., 2006; BRUSTEIN et al., 2012; LIMA et al., 2013; SILVA et al., 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Reação quimiluminescente do EA. 

Fonte: KING et al., 2007.
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4.1 Geral 

Avaliar, por quimiluminescência, a complexação de lectinas aos 

carboidratos específicos e o glicofenótipo de lesões tumorais cutâneas 

empregando lectinas conjugadas a éster de acridina. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.2 Específicos 

 Conjugar lectinas comerciais (Con A, UEA-I, PNA, WGA e MAA) ao 

EA; 

 Purificar o conjugado lectina-EA através de cromatografia de peneira 

de exclusão utilizando Sephadex G-25; 

 Marcar tecidos cutâneos humanos e epiderme normal; 

 Quantificar a marcação através dos fótons emitidos durante a 

hidrólise do EA e estabelecer correlação com o perfil de carboidratos 

dos tumores avaliados; 

 Sintetizar discos de polissacarídeos de N-acetlglicosamina, glicose e 

galactose (quitosana, phytagel e carragenina, respectivamente); 

 Verificar a formação de complexo das lectinas com os carboidratos 

que constituem o polissacarídeo; 

 Estabelecer se a formação desses complexos obedece ao modelo 

matemático de Langmuir. 
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5. RESULTADOS 

 
 

5.1 CAPÍTULO 1 - Glycophenotype Evaluation in Cutaneous Tumors Using 

Lectins Labeled with Acridinium Ester 

 

5.2 CAPÍTULO 2 - Lectin-carbohydrate complex evaluation by 

chemiluminescence 
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Abstract 

Here, the lectin-carbohydrate interaction was chemiluminescently investigated 

using lectins conjugated to acridinium ester (AE) and polysaccharides 

composed of their respective specific carbohydrates. Concavalin A (Con A), 

wheat germ agglutinin (WGA) and peanut agglutinin (PNA) were labeled to AE. 

There was a linear relationship between chemiluminescence and lectin-AE 

concentration from which RLU was converted to g of lectin. Con-AE, WGA-AE 

and PNA-AE were respectively incubated with discs (0,0314 – 0,6358 cm2) of 

phytagel (containing glucose), chitosan (containing deacetylated and acetylated 

D-glucosamine) and carrageenan (containing galactose), their 

chemiluminescences established and expressed as Relative Light Unit (RLU). 

Lectin-AE-polysaccharide chemiluminescence was reduced by either their 

specific sugar or by previous incubation with non-labeled lectins. The complex 

formation chemiluminescently detected followed the Langmuir isotherm from 

which constants were estimated. The association constant (Ka) and maximum 

binding sites on the membranes were 2.4 x 10-7 M-1 ± 0.8 x 10-7 M-1and 1.3 x 10-

3 mol . mg-1 ± 0.3 x 10-3 mol . mg-1 (Con A); 0.9 x 10-6 M-1 
 0.4 x 10-6 M-1 and 

0.021 x 10-3 mol . mg-1 ± 0.003 x 10-3 mol . mg-1 (WGA) and 2.0 x 10-6 M-1 
 0.9 

x 10-6 M-1 and 0.069 x 10-3 mol . mg-1 ± 0.010 x 10-3 mol . mg-1 (PNA).  

 

Keywords: carbohydrates; chemiluminescence; lectins; lectin-carbohydrate 

complex; polysaccharide. 
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1. Introduction 

The interaction between glycans and lectins is important issue in several 

biological phenomena such as: cell-cell recognition, cell-extracellular matrix 

interactions, gamete fertilization, embryonic development, cell growth, cell 

differentiation, cell signaling, cell adhesion and migration, apoptosis, 

immunomodulation and inflammation, host-pathogen interactions, glycoprotein 

folding and routing, mitogenic induction and homeostasis [1]. 

The evaluation of lectin-carbohydrate interaction strength can be established 

by the parameters: affinity (Ka), dissociation (Kd) and equilibrium constants 

(Ka/Kd).  They provide information on the binding energy and qualitative 

measure of binding affinity, useful for comparisons [2 – 4].   

Numerous analytical and bioanalytical techniques have been used for 

studying molecular interactions between proteins and carbohydrates, such as 

dual polarization interferometry [5], enzyme-linked lectin assay (ELLA) [6], 

impedance spectroscopy [7], quartz crystal microbalance (QCM) [8], microarray 

techniques [9], surface plasmon resonance (SPR) [3], X-ray and nuclear 

magnetic resonance (NMR) spectroscopy [10].  

Here, an additional procedure is proposed: chemiluminescence (CL).  This 

method represents powerful analytical tool providing high detectability [11, 12], 

allowing low limits of detection (attomole-zeptomole) and rapid assays [13]. This 

technique has been used in quantitative analysis of proteins [14], nucleic acids 

[15] and cell surface glycans [16].  The CL application in analytical chemistry 

relies on coupling of substance of interest to one of the participants of 

chemiluminescent reaction or product in the excited state. The sample 

concentration will be proportional to total light production emitted [17].  
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In our laboratory tissue glycophenotype has been investigated using lectins 

labeled to acridinium ester (N-hydroxysuccinimide-activated dimethyl acridinium 

ester: DMAE-NHS/1966-1-53-2/Organic Lab), from now on abbreviated as AE, 

followed by chemiluminescent assay [18 – 22].  

In order to investigate further the chemiluminescent analysis of the lectin-

carbohydrate complex formation a model is here proposed based on lectins 

conjugated to AE interacting to polysaccharides composed of their specific 

carbohydrates. The theoretical approach of this investigation was based on the 

Langmuir adsorption model. 

 

2. Experimental 

 

2.1 Reagents  

N-hydroxysuccimide-activated dimethyl acridinium ester (DMAE-NHS)/1966-

1-53-2/Organic Lab. Concanavalin A (Con A), Peanut agglutinin (PNA), Wheat 

germ agglutinin (WGA), N,N-dimethylformamide, methyl-α-D-mannoside, D-

galactose, N-acetyl-D-glucosamine, phytagel, carrageenan, chitosan and 

Sephadex G-25 were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

Chemiluminescent detection was performed using Siemens Reagent TSH 500T 

(Siemens Medical Solutions Diagnostics; Malvern; PA; USA) composed of 0.5% 

H2O2 in 0.1 N HNO3 and 0.25 M NaOH. All other chemical reagents used were 

of analytical grade. 

 

2.2 Lectins conjugation to AE 
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Con A, PNA and WGA (1 mL containing 2 mg of protein) were, separately, 

incubated with 10 μL of acridinium ester solution (0.2 mg diluted in 400 μL of 

N,N-dimethylformamide) for 1 h at 25 °C under rotary stirring. The conjugate 

(Con A-AE, PNA-AE and WGA-AE) was applied to a column of Sephadex G-25 

(10 x 1 cm), previously equilibrated with 10 mM phosphate buffer, containing 

0.15 M NaCl (PBS), pH 7.2, and eluted with this buffer. Aliquots (1 mL) were 

collected and their protein content, chemiluminescence and hemagglutinating 

activity were established, respectively, by spectrophotometry (280 nm), 

according to the item 2.4. and to [23].  The aliquots corresponding to the protein 

content, chemiluminescence and hemagglutinating activity peak were pooled 

and used throughout this work.  

 

2.3 Preparations chitosan, phytagel and carrageenan discs 

Purified chitosan was dissolved in acetic acid 3% (v/v) and the solution (20 

mg mL-1) was distributed on wells measuring either 128 mm x 85 mm x 22 mm 

or 128 mm x 85 mm x 17 mm (lid of tissue culture plate). The plates remained 

overnight at 37°C. The chitosan discs then were neutralized with 0.3 M 

ethanolic solution in 1 M NaOH. Thereafter, the discs were washed with distilled 

water and dried at 37°C. Aqueous gels of phytagel (5 mg mL-1) and 

carrageenan (10 mg mL-1) were prepared in distilled water by stirring on a 

magnetic stirrer. However, carrageenan gel was heated for 30 min at 70°C 

during the process. The gels were distributed on cover of tissue culture plate 

(24 and 96 wells) and remained overnight at 37°C. The three membranes were 

cut using homemade molds yielding circle-shape discs with areas from 0.0314 

to 0.6358 cm2. 



Lima, LRA   Capítulo 2 

91 
 

 

2.4 Lectin-carbohydrate interaction chemiluminescent evaluation. 

Polysaccharides discs were incubated with Con A-AE, WGA-AE and PNA-

AE (100 µL 100 µg mL-1) for 2h at 4 °C followed by washings with 10 mM 

phosphate buffer, pH 7.2, containing 145 mM NaCl, from now on abbreviated as 

PBS. Afterwards, the discs were transferred to polypropylene test tubes 

containing 50 μL of PBS. Finally, solutions of 0.5% H2O2 in 0.1 N HNO3 (50 μl) 

and 0.25 M NaOH (50 μl) were added for chemiluminescent measurement 

using a luminometer Modulus Single Tube 9200-001 (Turner BioSystems, 

USA). The emission intensity was expressed as relative light unit (RLU) with a 

counting time of 5 s per sample. Triplicate measurements were carried out 

throughout this study. 

 

2.5 Inhibition assays 

Lectin binding inhibition assays were accomplished by incubating each 

lectin-AE solution with 300 mM methyl-α-D-mannoside (Con A-AE), N-acetyl-D-

glucosamine (WGA-AE) and D-galactose (PNA-AE) for 45 min at 25ºC prior to 

their incubation with the polysaccharide discs (monosaccharide inhibition). The 

following steps were as previously described for the binding protocol (item 2.4). 

Lectin binding inhibition assays were also performed by non-labeled lectin 

inhibition. The polysaccharide discs were previously incubated with the non-

labeled lectins (100 µL 100 µg mL-1) washed with PBS and afterwards 

incubated with the lectins-AE. Then their chemiluminescences were detected as 

described in the item 2.4. 
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2.6 Mathematical and statistical analysis 

The software OriginPro 8 (OriginLab Corporation, One Roundhouse Plaza, 

Northampton, MA 01060 USA) was used for the mathematical and statistical 

analysis and data were expressed as mean ± standard deviation (s.d.). 

 

3. Results  

Phytagel is a polymer composed of glucuronic acid, rhamnose and glucose; 

chitosan is a linear polysaccharide composed of randomly distributed β-(1-4)-

linked D-glucosamine (deacetylated unit) and N-acetyl-D-glucosamine 

(acetylated unit) whereas carrageenans are high-molecular-weight 

polysaccharides made up of repeating galactose units and 3,6 

anhydrogalactose (3,6-AG), both sulfated and nonsulfated. Therefore, 

membranes prepared with Phytagel, chitosan and carrageenan contain, 

respectively, glucose, N-acetyl-D-glucosamine and galactose that are 

specifically recognized by Con A, WGA and PNA.  

Figure 1 shows the linearity between the RLU versus lectin-AE amount from 

which RLU was converted to g of lectin: Con A-AE = (RLU – 18,192)/10,884; 

WGA-AE = (RLU + 20,768)/833 and PNA-AE = (RLU – 20,246)/5,676. 

 

 

 



Lima, LRA   Capítulo 2 

93 
 

 

Figure 1. Relation between the RLU and Con A-AE (a), WGA-AE (b) and PNA-

AE (c) amount. The linear correlation allowed converting RLU to moles of 

lectins.  

 

 

Figure 2. Membranes synthesized with phytagel (A), chitosan (B) and 

carrageenans (C) and their discs (below) produced by using homemade molds 

(right). 

 

Figure 2 displays the membranes of phytagel (A), chitosan (B) and 

carrageenan (C) as well as the circle-shape discs (below the membranes) 

produced by cutting the membranes using the homemade molds (left). 
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To assure the specificity of photon emitted from the lectins-

AE/polysaccharide complexes two set of experiments were carried out: 1) 

previously incubating the lectin-AE with its respective carbohydrates 

(monosaccharide inhibition) and 2) the membranes were previously treated with 

non-labeled lectins before incubation with the lectins-AE conjugates (non-

labeled lectin inhibition). Figure 3 shows the results for the three used lectins-

AE inhibited by their monosaccharide sugars and their non-labeled 

preparations. The results showed much lower RLU after both inhibition 

experiments compared to the lectins-AE/polysaccharide complexes. 

 

 

Figure 3. Lectin binding inhibition assay on membranes. Con A-AE (A), WGA-

AE (B) and PNA-AE (C) were either previously inhibited with methyl-α-D-

mannopyranoside, N-acetyl-D-glucosamine and D-galactose, respectively, or 

inhibited with non-labeled lectins.  

 

Figure 4 displays the relationship between lectins-AE complexed to the 

polysaccharide disc versus sugars presents in the polysaccharide disc. 

Membrane areas (ranging from 0.0314 cm2 to 0.6358 cm2) in the x-axis of this 

Figure were replaced by the sugar amounts estimated by their compositions. 
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The curves statistically calculated were hyperbolic for all three lectins. From 

these results and using the Langmuir isotherm one can estimate the constants 

Ka and the maximum value of lectin bound to the polysaccharide membrane 

and the constant related to the energy of adsorption. Table 1 summarizes the 

constant values estimated from the results of Figure 4 and using the Langmuir 

isotherm. From this Table one can estimated the affinity constants and how 

many sugar molecules were available for lectin-AE binding in each 

polysaccharide membrane.  

 

Table 1. Constant values α calculated from hyperbolic curves using equation 1. 

 

 

 

 

 

 

Lectin Polysaccharide 
Qm 

M 
KL 

Moles/mg carbohydrate 

Con A Phytagel 
 

24.6421 ± 8.254 x 10-6 
 

1.352  0.349 x 10-3 

WGA Chitosan 0.91394  0.4427 x 10-6 0.021  0.003 x 10-3 

PNA Carrageenan 2.056  0.92 x 10-6 0.069  0.010 x 10-3 
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Figure 4. Relationship between RLU versus offered Con A-AE (A), WGA-AE (B) 

and PNA-AE (C). Membrane areas ranged from 0.0314 – 0.6358 cm2 and the 

sugar contents were converted to g from the polysaccharide composition. 

 

Table 2 resumes the Con A Ka constant reported in the literature for Methyl-

α-D-mannopiranoside, mannose and mannan based on different methods. 

These values varied according to the method ranging from 10-4 M-1 to 10-6 M-1 

but higher than the one estimated by chemiluminescence and for phytagel (2.46 

x 10-7 ± 0.82 x 10-7 M-1). 
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Table 2. Constant values of association (Ka) and dissociation (Kd) found to 

lectins using different analytical methods.  

 

 

4. Discussion 

Tissue glycophenotype investigated in our laboratory using lectins labeled to 

AE followed by chemiluminescent assay showed relationship between RLU and 

tissue area [18 – 22]. Linear and/or hyperbolic relationships were observed. The 

explanation for the proportional can be attributed to the amount of lectin-

carbohydrate complex formed in the evaluated tissues. These results indicated 

that the area of tissue is an important parameter in the chemiluminescent 

reaction rate when lectins are used as histochemical probes. Therefore, 

additional information can be deduced from these relationships established 

chemiluminescently.  

Carbohydrate Constants Method Reference 

methyl-α-D-
mannopiranoside 

Ka = 0.79 ±0.04  x 10-4M-1 
Surface Plasmon 

Resonance  
[28] 

methyl-α-D-
mannopiranoside 

Ka = 0,82 x 10-4 M-1 
Titration 

Microcalorimetry 
[29] 

Mannose Kd = 12,88 nM 
Colorimetric 

Assay 
[30] 

Mannose Ka = 4.3 ± 0.7 × 105 M-1 
Luminescent 

Assay 
[31] 

Mannose Ka = 0.59±0.01×106 M−1 
Quartz crystal 
Microbalance 

[32] 

Mannan apparent bind constant = 0,4 µM 
Quartz crystal 
Microbalance 

cristal de quartzo 
[33] 
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The interaction between lectin and tissue glycans resembles the one with a 

polymer contains its specific carbohydrate.  In this contribution the mathematical 

approach to investigate the lectin-carbohydrate interaction was inspired on 

Langmuir adsorption model. In 1918, He proposed a theory to explain the 

molecules adsorption by assuming the adsorbate behaves as an ideal gas at 

isothermal conditions on a uniform surface, simple, infinite and non-porous; and 

forming a monolayer covering the entire surface [24]. Here, one can assume 

that the lectin absorption on either a polymer composed of its specific substrate 

or a tissue containing this carbohydrate resembles the conditions idealized by 

Langmuir. 

The Langmuir isotherm is formally equivalent to the Hill equation in 

biochemistry. Let us use the symbols of this latter equation – Equation 1: 

 

Where: 

: Fraction of the ligand-binding sites on the receptor protein that are 

occupied by the ligand; 

[L]n: Free (unbound) ligand concentration; 

Kd: Apparent dissociation constant derived from the law of mass action 

(equilibrium constant for dissociation); 

KA: Ligand concentration producing half occupation (ligand concentration 

occupying half of the binding sites).  

n: Hill coefficient, describing cooperativity (or possibly other biochemical 

properties, depending on the context in which the Hill equation is being used) 

*L+
n
 

Φ = 
*L+

n
 

K
d
 + (K

A
)
n
 *L+

n
 

= 
*L+

n
 

+ 
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The lectins Con A-AE, WGA-AE and PNA-AE were incubated with the 

polysaccharides of glucose (phytagel), N-acetyl-D-glucosamine (chitosan) and 

galactose (carrageenan), respectively.  Therefore, applying Equation 1 symbols 

will be : Fraction of the sites on the polysaccharide that are occupied by the 

lectin; [L]n: Free (unbound) lectin concentration; Kd: equilibrium constant for 

dissociation and KA: lectin concentration producing half occupation (lectin 

concentration occupying half of the polysaccharide sites).  Lectins (unbound 

and bound) would be easily calculated by chemiluminescence.  

Exposure of AE labeling the lectin to an alkaline hydrogen peroxide solution 

triggers a flash of light. AE forms an unstable dioxetane yielding N-

methylacridone and produces light at a wavelength of 470 nm [25]. Similarly, 

this model could be applied to the interaction between the lectins and tissues. 

However, the microenvironment would be different in these situations as well as 

the soluble sugar and the parameters estimated from this model must be 

cautiously interpreted. 

In our lab, Con A-AE was incubated to biopsies of normal and infiltrating 

duct carcinoma (IDC) of mammary tissues. The photon emission from the lectin-

acridinium ester-tissue detected and expressed in RLU. The RLU values 

described a linear relationship with the labeled tissue area in the range 0.125 - 

1.0 cm2 (r=0.98) [18]. This relationship RLU emission versus tissue area was 

confirmed for IDC afterwards [20]. However, hyperbolic curves were described 

for fibroadenoma using Con A-AE and for both fibroadenoma and IDC tissues 

using PNA-AE. 

It is worthwhile to register that similar performance was observed when 

antibodies conjugated to AE replaced the lectins. The Her-2 (Human Epidermal 
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Growth Factor Receptor 2) status in breast cancer was chemiluminescently 

evaluated by using anti-Her-2 antibody conjugated to AE [21].  The RLU from 

anti-Her-2-acridinium ester showed a tissue-area-relationship. The proportional 

increase in RLU with tissue area, observed in all groups analyzed, is related to 

increase in the amount of antigen-antibody complex formation in tissue areas 

evaluated. 

Monoclonal antibody anti-Galectin 3 was also conjugated to AE and the 

complex formed with Galectin 3 in the prostate tissue was chemiluminescently 

detected [19]. A linear relationship was also observed between RLU and tissue 

area.  

To apply the present model to investigate the interaction between lectins 

and tissues must be cautiously interpreted because the microenvironments are 

completely different regarding tissues and polysaccharides membranes. 

From the above results one can assume that there is a linear correlation 

between the lectin amount and its chemiluminescences after being covalently 

linked to acridinium ester; the lectin bind specifically to the polysaccharide 

membrane containing its specific carbohydrate; this binding phenomenon 

followed the Langmuir isotherm from which the maximum sugar present on the 

membrane available to the lectin binding and the affinity binding can be 

estimated. 
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6. CONCLUSÃO 

 
 

O desenvolvimento do método histoquimiluminescente, a partir da 

conjugação de lectinas ao éster de acridina, permitiu a avaliação quantitativa 

direta da expressão de carboidratos em neoplasias de pele, combinando a 

especificidade da interação lectina-carboidrato e a sensibilidade dos ensaios 

quimiluminescentes. AK, KA , CBC e CEC apresentaram menor expressão de α 

-D- glucose/manose e resíduos de α-L-fucose, em comparação com o tecido 

normal. Os tumores cutâneos apresentaram maior expressão resíduos de β- 

Gal-(1-3)-GalNAc que o tecido normal . AK e SCC exibiram maior expressão de 

resíduos Neu5Ac-α(2,3)Gal que a epiderme normal. KA e BCC apresentaram 

valores de URL equivalentes, em comparação com o tecido normal. A partir 

dos resultados descritos acima podemos concluir que existiu uma correlação 

linear entre a quantidade de lectina e a quimiluminescência após a sua ligação 

covalente ao éster de acridina. Todas as lectinas reconheceram 

especificamente os carboidratos contidos nos discos de polissacarídeos, e a 

sua ligação seguiu o fenômeno da Isoterma de Langmuir, a partir do qual a 

quantidade maxima de açúcar presente na membrana estava disponível para 

interagir com a lectina. Mais estudos são necessários para calcular as 

constantes de associação e dissociação através do método quimiluminescente. 

Estes resultados comprovam a importância das lectinas como potenciais 

biomarcadores para detecção de alterações no glicofenótipo de neoplasias e 

ajudam a compreender o processo de interação dessas proteínas com os seus 

ligantes, os carboidratos. 
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PRODUÇÃO ENZIMÁTICA DE LACTULOSE POR β-GALACTOSIDASE 

IMOBILIZADA EM NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS REVESTIDAS COM 

PANI 

 

Atualmente já é bem estabelecido que a ingestão de certos alimentos pode 

melhorar o estado de saúde e pode prevenir algumas doenças, tais como 

câncer. Neste contexto, é possível compreender da perspectiva médica e 

comercial, a importância dos alimentos funcionais, os quais são definidos como 

alimento, processado ou natural, que contêm compostos biologicamente ativos 

conhecidos.  Estes alimentos fornecem benefícios à saúde clinicamente 

comprovados e, portanto, são importante na prevenção, gestão e tratamento de 

doenças crônicas (MARTIROSYAN, 2011). 

Prebiótico é um ingrediente alimentar não digerível que afeta beneficamente 

o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de um 

número limitado de bactérias no cólon e, portanto, melhora a saúde do 

hospedeiro (GIBSON; ROBERFROID, 1995). Para que um componente 

alimentar seja considerado seja considerado um prebiótico, ele deve obedecer 

os seguintes: ser resistente a acidez gástrica; ser fermentado pela microbiota 

intestinal; estimular seletivamente o crescimento e/ou a atividade de bactérias 

intestinais associadas com a saúde e o bem-estar (VRESE; SCHREZENMEIR, 

2008). 

Portanto, os prebióticos melhoram o equilíbrio da microbiota intestinal, 

aumentando o crescimento de bifidobactérias e/ou inibindo o crescimento de 

bactérias nocivas. Neste processo eles são metabolizados a ácidos graxos de 

cadeia curta (ácido acético, propiônico e butírico), ácido lático e a metano, 

hidrogênio e dióxido de carbono (VRESE; SCHREZENMEIR, 2008). A 
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produção desses metabólitos resulta em imunoestimulação. Imunoestimulação 

aumenta a bioregulação, como por exemplo, estresse apetite e absorção; 

aumenta imunidade e supressão de alergias; atua na prevenção de doenças, 

incluindo diarréia, constipação, câncer, colesterolemia, hipertensão e diabetes; 

e atua na supressão do envelhecimento, bem como, na inibição da 

mutagênese, carcinogênese, processos de oxidação e putrefação intestinal 

(MITSUOKA, 2014). 

Esses ingredientes apresentam funções tecnológicas importantes. Eles são 

utilizados como aditivo alimentar, atuam na manutenção da saúde intestinal, na 

prevenção da constipação e da colite, como agentes anticancer e 

imunopotencializador, na remoção do colesterol, redução de doença 

cardiovascular e prevenção da obesidade, na restauração da microbiota 

vaginal, na produção de bacteriocinas, na alimentação de aves, peixes, porco e 

gado (PATEL; GOYAL, 2012). 

Existe uma ampla variedade de prebióticos com várias propriedades e 

origem químicas. Os principais tipos são: inulina, frutooligossacarídeos (FOS), 

galactooligossacarídeos (GOS), isomaltooligossacarídeos (IMO), 

xilooligossacarídeos (XOS), arabinoxilooligossacarídeos (AXOS), polidextrose, 

lactilol, manitol, maltodextrina, raffinose, sorbitol, lactosucrose e lactulose 

(BARTOLOMEO; STARTEK; ENDE, 2012). 

Lactulose (4-o-β-D-galactopiranosil-D-frutofuranose) é um dissacarídeo 

sintético composto de duas moléculas, frutose e galactose, ligadas por ligação 

glicosídica β-1,4. Esta ligação não é hidrolisada por enzimas digestivas de 

mamíferos, portanto a lactulose passa pelo estômago e pelo intestino delgado 

sem ser degradada. É utilizada por todas as espécies de Bifidobacterium 
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(Bifidobacteria bifidum, Bifidobacteria longum, Bifidobacteria infantilus, 

Bifidobacteria adolescentis) e Lactobacillus (Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus, etc), as quais residem no trato 

intestinal humano, estimulando o crescimento das mesmas e inibindo a 

proliferação de bactérias patogênicas, tais como Salmonella. No colon, estas 

bactérias metabolizam a lactulose e produz dióxido de carbono, ácido lático, 

acético e fórmico (PANESAR et al., 2009). Estes ácidos aumentam a motilidade 

intestinal e a secreção fluida dentro do intestino, causando um efeito laxativo 

para o indivíduo. 

Devido aos seus benefícios a saúde, a lactulose tem sido utilizada em 

tratamentos clínicos, processamento de alimentos e na indústria alimentícia. O 

uso comercial mais importante da lactulose é na indústria farmacêutica, na qual 

é utilizada como droga efetiva contra constipação crônica e encefalopatia 

hepática. No processamento de alimentos, lactulose é utilizada como 

ingrediente funcional ou fator bifidus. Lactulose foi aprovada como ingrediente 

alimentar pela Comissão Européia  (2011), autoridade reguladora da Qualidade 

e Segurança de Alimentação e Alimentos para Europa (WANG et al., 2013). 

Além de possuir ação prebiótica, lactulose possui outros efeitos, tais como, 

aumento da absorção de minerais, efeito hipocolesterolêmico, sobre os ossos e 

sobre a redução da glicose sanguínea, redução no índice litogênico, prevenção 

ou redução da infecção do trato urinário, redução no tempo de trânsito 

intestinal e preparo intestinal  (SEKI. SAITO, 2012). 

Lactulose pode ser produzida por isomerização da lactose, reagrupando o 

resíduo de glicose para formar uma molécula de frutose. Alcalies e enzimas 

são utilizados como catalisadores desta reação. Métodos sistemáticos de 
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utilização de um catalisador, para a produção de lactulose, pode ser divido em 

dois grupos principais, métodos químico e enzimático (PANESAR; KUMARI, 

2011). 

A produção industrial de lactulose é exclusivamente realizada por 

isomerização química da lactose via rearranjo de Lobry de Bruyn-Alberda van 

Ekenstein (LA). O processo inclui expansivos passos de separação e 

purificação para remover os subprodutos. A reação pode ser catalisada pelo 

uso de alcalies, tais como, hidróxido de sódio, óxido de magnésio e aminas 

terciárias, pelo uso de sulfitos, fosfatos, ácido bórico com trietilamina, aluminato 

de sódio e carbonato de sódio, em altas temperaturas. Além disso, resinas de 

troca aniônica têm sido utilizadas para isomerização da lactose em lactulose, 

utlizando íons hidroxila. Estas resinas também são utilizadas para purificação 

do produto final  (AIDER; de HALLEUX, 2007; PANESAR; KUMARI, 2011). 

A síntese enzimática de oligossacarídeos tem ampliado o potencial 

biotecnológico dos mesmos, e representam uma alternativa devido à alta 

especificidade destas proteínas em relação aos seus substratos. Dentre as 

reações enzimáticas utilizadas na obtenção de oligossacarídeos tem se 

destacado as reações de hidrólise, transglicosilação e isomerização (GIESE et 

al., 2011; MURATA; USUI, 2006). 

Um dos mais importantes isômeros da lactulose é a 1-lactulose (1-o-β-D-

galactopiranosil-D-frutose) e foi identificado pela primeira vez por Ajisaka et al. 

(1987). Resultados de testes clínicos mostraram que 1-lactulose tem função 

biológica benéfica para a saúde e pode ser classificada como prebiótico 

(FÖRSTER-FROMME et al., 2011).  
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Lactulose disponível comercialmente é produzida atualmente, 

principalmente, através de isomerização química da lactose em meio alcalino. 

Entretanto, a remoção de catalisadores e subprodutos, e a consequente 

necessidade de energia são as principais desvantagens de um processo 

químico. Na última década, particular atenção tem sido dedicada ao uso de 

glicosil hidrolase e celobiose 2-epimerase como biocatalisadores para 

produção de lactulose. 

Glicosil hidrolases (GH, EC 3.2.1.X) são enzimas que catalisam a clivagem 

hidrolítica de ligações glicosídicas entre dois ou mais carboidratos ou entre 

carboidratos e resíduos não-carboidrato. GH têm sido classificadas em mais de 

oitenta famílias de acordo com a sua homologia de seqüência de aminoácidos 

e semelhanças estruturais. Dentre estas enzimas, apenas β-glicosidase e β-

galactosidase têm sido utilizadas para produção de lactulose (WANG et al., 

2013)  

Vaheri e Kaupinnen (1978) relataram a bioconversão enzimática da lactose 

em lactulose, na presença de frutose, utilizando β-galactosidase a partir de 

Saccharomyces fragilis DSM 70344. Desde então, uma série de estudos sobre 

a síntese enzimática de lactulose têm sido realizados (MAYER et al., 2004; 

LEE; KIM; OH, 2004; KIM; OH, 2012; SITANGGANG; DREWS; KRAUME, 

2014, 2015; RENTSCHLER et al., 2015).  

A síntese enzimática de lactulose utilizando a β-galactosidase se dá a partir 

da hidrólise da lactose a monossacarídeos glicose e galactose, e transferência 

do resíduo galactosil para a frutose seguida pela formação de lactulose via um 

mecanismo rápido de transgalactosilação. A lactulose resultante a partir deste 

método é um prebiótico “limpo” e seguro (WANG et al., 2013). 
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β-D-galactosidase (β-D-galactosidase galactohidrolase, E.C. 3.2.1.23), mais 

conhecida como lactase é uma das enzimas mais importante utilizadas no 

processamento de alimentos. Ela catalisa a hidrólise de resíduos β-D-galactose 

pela extremidade não-redutora em β-D-galactosídeos. Convencionalmente, sua 

principal aplicação é a hidrólise da lactose do leite e seus derivados (PEREIRA-

RODRIGUEZ et al., 2012). 

Muitos organismos sintetizam naturalmente a β-D-galactosidase, incluindo 

animais, plantas e microorganismos. Entretanto, a fácil manipulação e 

melhores rendimentos dos microorganismos têm favorecido seu 

estabalecimento como principal fonte para produção industrial de β-D-

galactosidases. Embora as bactérias possam oferecer mais versatilidade os 

elementos GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros), tais como, as 

leveduras Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus, e os fungos 

Aspergillus niger e Aspergillus oryzae ainda são considerados as fontes viáveis 

para produção industrial dessa enzima para indústria farmacêutica e de 

biotecnologia (RUBIO-TEXEIRA, 2006). 

β-galactosidase de K. lactis é uma enzima tetramérica, composta por quatro 

subunidades idênticas, com faixa de pH de máxima atividade entre e pH 6,6 – 

7,0. Entretanto, alguns estudos reportaram a presença de duas formas ativas 

em gel de eletroforese de amostras purificadas da levedura, a qual foi atribuída 

a presença de dímeros e tetrâmeros. Consequentemente, concluiu-se que o 

padrão de oligomerização observada corresponde a “dimerização dos dímeros” 

(BECERRA et al., 1998; ZHOU; CHEN, 2001). Dois íons Na+ e um íon Mg2+ 

estão localizados no sítio ativo da enzima, perto do anel de galactose 

(PEREIRA-RODRIGUEZ et al., 2012).  
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β-galactosidase tem sido imobilizada em diferentes suportes, tais como 

partículas magnéticas da rede semi-interpenetrada de polisiloxano-polivil ácool 

(POS-PVA) (NERI et al., 2008, 2009a), partículas de poli(glicidilmetacrilato e 

metilmetacrilato)  (BAYRAMOGLU; TUNALI; ARICA, 2007), partículas 

magnéticas de polisiloxano-polianilina (mPOS-PANI) (NERI et al., 2009b), 

membrana de matriz mista contendo dióxido de zircônio (JOCHEMS et al., 

2011), suportes acrílicos epoxi ativados (TORRES; BATISTA-VIEIRA, 2012), 

nanoesferas de polietilenoimina magnéticas (LIU et al., 2012), membranas de 

acetato de celulose (GÜLEÇ, 2013), hidrogéis enxertado com quitosana 

(FACIN et al., 2015). 

O uso de enzimas como biocatalisadores é limitado devido à falta de 

estabilidade e susceptibilidade a desnaturação das mesmas (HOMAEI et al., 

2013). Para resolver este problema as enzimas têm sido imobilizadas em 

diferentes tipos de suporte. 

A imobilização pode ser definida como uma técnica de fixação de 

biocatalisadores (enzimas, microrganismos e organelas) sobre ou dentro de 

suportes sólidos, resultando em sistemas heterogêneos (ARICA et al., 2008).  

Esta técnica tem sido uma ferramenta biotecnológica muito importante, pois 

proporciona a reutilização das enzimas, obtenção de produtos isentos de 

contaminação, maior estabilidade ao pH e à temperatura, redução dos efeitos 

de inibição pelo substrato e os produtos são removidos continuamente do 

biorreator, além de facilitar a interrupção da reação e separação dos produtos 

da catálise heterogênea. Todas estas vantagens acarretam uma economia 

significativa no custo global do processo, desde que o procedimento de 

imobilização não seja muito dispendioso, que haja boa recuperação da 
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atividade enzimática e que a meia-vida operacional da enzima imobilizada seja 

suficientemente longa (CASTRO et al., 2008). 

 Durante o uso das enzimas imobilizadas, efeitos de transferência de 

massa podem ocasionar gradientes adversos de substratos ou de pH que 

podem reduzir a velocidade de reação e o rendimento do produto. A perda de 

atividade biocatalítica durante a imobilização deve ser reduzida para 

compensar o custo extra do processo (SHANMUGAM; SATHISHKUMAR, 

2009).  

 Esta técnica começou a ser estudada no início do século passado, 

quando Nelson e Griffin (1916) observaram que o carvão ativo, ao qual havia 

sido adicionada uma preparação biológica com atividade invertásica, mantinha 

a capacidade de hidrolisar sacarose mesmo após ser lavado. Pesquisadores 

alemães, em 1954, retomaram os estudos e demonstraram que polímeros 

sintéticos, resina diazotadas de poliaminoestireno, poderiam ser usados para 

imobilizar proteínas com atividade biológica (CASTRO et al., 2008). 

 A partir de 1960, houve um aumento significativo no número de 

publicações sobre imobilização de enzimas, tendo em vista as potenciais 

vantagens econômicas e operacionais que o processo oferece para a 

biotecnologia. Até meados da mesma década, a maior parte dos trabalhos com 

enzimas imobilizadas era realizada por pesquisadores de áreas básicas, que 

perceberam que estes sistemas poderiam ser utilizados como catalisadores 

industriais altamente específicos e eficientes. Neste mesmo período, passou-se 

também a buscar suportes com boa resistência química e mecânica, de modo 

a prolongar o uso do biocatalisador. Diferentes métodos de imobilização foram 

estudados e observou-se que as propriedades catalíticas de uma mesma 



Lima, LRA   Anexo 1 

116 
 

enzima poderiam ser alteradas em função do método de imobilização utilizado 

e do suporte empregado. E finalmente tiveram início os estudos da aplicação 

de enzimas imobilizadas em biorreatores contínuos (EŞ; VIEIRA; AMARAL, 

2015). 

Existem dois principais métodos de imobilização de biomoléculas: a 

imobilização no interior de um suporte, por interações físicas (encapsulação e 

retenção por meio de membranas) e a imobilização na superfície de um 

suporte através de interações químicas (ligação covalente, forças de van der 

Waals, ligação iônica) (HOMAEI et al., 2013). 

A imobilização de enzimas no interior de um suporte está fundamentada na 

diferença de tamanho entre as moléculas do catalisador e do soluto. Dois 

métodos podem ser adotados: a formação de uma estrutura porosa na 

presença da enzima, envolvendo-a em uma estrutura tridimensional, ou a 

retenção do biocatalisador por uma membrana porosa. Em ambas as 

metodologias, a enzima tem sua mobilidade mantida, pois não há ligações 

físicas ou químicas envolvidas entre a enzima e o suporte. Este método inclui a 

encapsulação em gel e em fibras e a microencapsulação (EŞ; VIEIRA; 

AMARAL, 2015).  

A enzima pode ser permanentemente fixada na superfície de um suporte 

por meio de interações como a adsorção física, ligação iônica, ligações 

covalentes e ligação a um metal (quelação). O método de imobilização por 

adsorção física, cujo princípio é a atração da enzima pela superfície do suporte 

por meio de forças de van der Waals (interações fracas), é a técnica mais 

antiga de produção de enzimas imobilizadas. Consiste no contato da solução 

de enzima em água com o suporte, em determinadas condições de pH, 
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temperatura e agitação. Este tipo de imobilização pode ser benéfico por causar 

baixas modificações na estrutura nativa da enzima, porém, durante a sua 

utilização ocorre a dessorção da mesma do suporte (ZANIN; MORAES, 2004; 

LIGLER; TAITT, 2011).  

A imobilização por ligação iônica baseia-se na atração da enzima pelo 

suporte que contém íons residuais. A principal diferença entre adsorção física e 

a ligação iônica é a energia de ligação envolvida entre a enzima e o suporte, 

uma vez que as interações íon- íon são mais fortes que as forças de van der 

Waals, porém mais fracas que a ligação covalente. A grande vantagem deste 

tipo de imobilização é a obtenção de derivados imobilizados com altas 

atividades enzimáticas devido ao caráter iônico da ligação e as condições 

amenas de imobilização. Entretanto, pode ocorrer a liberação da enzima pelo 

suporte, o que contamina o produto final e reduz a atividade específica do 

biocatalisador (CASTRO et al., 2008).  

A imobilização por ligação covalente baseia-se na formação de uma ligação 

forte entre a enzima e o suporte. As proteínas, geralmente, se ligam aos grupos 

funcionais disponíveis na superfície do suporte, como -COOH, -OH e o -NH2. 

Este método é o mais difundido e estudado, porém é o mais complexo, pois 

utiliza condições menos brandas que os demais. Como a ligação formada é 

forte, a enzima imobilizada é estável a altas temperaturas, a solventes 

orgânicos e a condições extremas de pH. No entanto, essas ligações 

covalentes podem perturbar a estrutura tridimensional da enzima nativa 

diminuindo, deste modo, a atividade enzimática da mesma (EŞ; VIEIRA; 

AMARAL, 2015). 
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A imobilização de proteínas tem sido uma ferramenta biotecnológica muito 

importante, pois proporciona a reutilização das enzimas, obtenção de produtos 

isentos de contaminação, maior estabilidade ao pH e à temperatura, redução 

dos efeitos de inibição pelo substrato e os produtos são removidos 

continuamente do biorreator, além de facilitar a interrupção da reação e 

separação dos produtos da catálise heterogênea. Todas estas vantagens 

acarretam uma economia significativa no custo global do processo, desde que 

o procedimento de imobilização não seja muito dispendioso, que haja boa 

recuperação da atividade enzimática e que a meia-vida operacional da enzima 

imobilizada seja suficientemente longa (HOMAEI et al., 2013). 

As recentes tecnologias para a imobilização de enzimas requerem materiais 

com propriedades especiais, as quais aliadas à melhoria na estratégia do 

processo de imobilização configuram fatores essenciais para o sucesso da 

imobilização. Para ser efetivo na imobilização, o suporte deve deixar a enzima 

acessível ao substrato, manter sua atividade por longo período e permitir que o 

sistema (suporte/enzima) seja regenerado ao final do processo, sem que 

ocorram perdas na atividade enzimática (SHELDON, 2007).  

Entre os suportes utilizados para imobilização de enzimas, os que possuem 

propriedade magnética têm sido utilizados, dentro da escala nanométrica à 

micrométrica, em diversas aplicações biomédicas devido a não toxicidade (ITO 

et al., 2005; TOKORO et al., 2009). Apesar de as partículas magnéticas 

apresentarem alta sensibilidade magnética, em fase aquosa elas exibem 

pequena estabilidade coloidal. Portanto, modificações na superfície dessas 

partículas têm sido realizadas para impedir a agregação das mesmas em 

solução (SAWANT et al., 2009). Nanopartículas de oxido de ferro têm sido 
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revestidas com surfactantes ou polímeros (BERRY et al., 2003). Isso permite 

que elas sejam dispersas dentro de fluídos homogêneos melhorando a sua 

estabilidade e biocompatibilidade, tornando a biomolécula imobilizada mais 

estável (MACIEL, 2012).  
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Abstract 

β-galactosidase from  Kluyveromyces lactis was immobilized on magnetic 

nanoparticles coated with polyaniline (mPANI) by covalent bond. The levels of 

the significant parameters and the interaction effects between various factors 

which could influence the immobilization process were analysed using 

experimental design and immobilized enzyme derived (IED) was characterized. 

To improve lactulose synthesis using immobilized β-galactosidase, the optimal 

reaction conditions, such as lactose and fructose concentrations and pH were 

determined. The retention of specific activity (3.5 U.mg-1) was achieved in the 

optimum conditions of immobilization, 500 µg.mL-1 amount of enzyme, 10.2 h of 

incubation in pH 8.0 at 4 °C. There were changes in optimum temperature and 

pH profile of native and immobilized enzyme. The Km for both native and 

immobilized enzyme were found to be not significantly different. Immobilized β-

galactosidase presented a higher operational and thermal stability than the 

soluble enzyme. Lactulose synthesis was improved after optimization of the 

reaction conditions. When the lactulose production was carried out at 40 °C 

using lactose and fructose 200 g.L-1 in 50 mM potassium phosphate buffer, the 

lactulose concentration was 2.1 g.L-1. Hence, one can conclude that mPANI is 

an attractive and efficient support for β-galactosidase immobilization and 

lactulose synthesis. 

 

1. Introduction 

The recent technologies for the immobilization of enzymes require materials 

with special properties, such as high porosity, high mechanical strength, thermal 

and chemical stability , and possess large surface área.  Within this scope, the 
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magnetic nanoparticles has become an important kind of material used in 

different applications, for example, imaging agents in magnetic resonance 

imaging, magnetic drug targeting, hyperthermia. These particles have been 

used to immobilize enzymes in order to enhance bioelement stability, ease 

separation from the reaction mixture, and increase catalyst stability [1]. 

The processing new materials with magnetic behavior or magnetic particles 

containing a conductive polymers or surfactants it’s required to produce a 

material biocompatible and more stable [2]. Polyaniline (PANI) receives a 

special attetion among other conducting polymers due to the simple synthetic 

methodology, good environmental stability, optical activity, controllable doping, 

easy tunability of their electronic properties and high levels of electromagnetic 

shielding performances at microwave frequencies with a low mass by unit of 

surface [3, 4]. 

The enzymes immobilization became one of the most innovative and 

recently well-studied systems to carry out a production on industrial scale with 

higher productivity. It is allows us to overcome most of the process restrictions, 

improve recovery of biocatalysts for reuse, offer better stability, activity, and 

selectivity of the molecules, higher resistance against inhibition, help the 

elimination of unnecessary separation and purification steps, and consequently 

produce desired products with more efficiency [5]. 

The enzimatic synthesis expanded the biotechnological potential of 

prebiotics due to the high specificity of these proteins to their substrates. Among 

the enzymatic reactions used to obtain prebiotics stands out the hydrolysis 

reactions, transglycosylation and isomerization using glycosyltransferases and 

glycosidases, such as β-galactosidase [6]. This enzyme works as biocatalyst in 
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transglycosylation reactions to produce lactulose from one molecule of fructose 

and one molecule of galactose via β-1,4-glycosidic bond [7]. Lactulose (4-O-β-

galactopyranosyl-D-fructose) is reported to have a number of physiological 

effects on humans, such as enhancing colonic motility, enriching the growth of 

probiotic bacteria, improving mineral absorptions, reducing the growth of 

putrefactive bacteria,  acting as laxative agent in the treatment of constipation 

and of liver diseases  [8]. 

In the present study, the lactulose synthesis by β-galactosidase from 

Kluyveromyces lactis covalently immobilized on magnetic nanoparticles coated 

with PANI is presented. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1. Synthesis of iron oxide nanoparticles  

The iron oxide nanoparticles were synthesized according to Maciel et al., 

(2012) by co-precipitation of Fe2+and Fe3+. Solutions of 1.1 M FeCl3.6H2O (5 

mL) and FeCl2.4H2O 0,6 M (5 mL), simultaneously, to 50 mL destilled water 

under magnetic agitation. Then 5.0 M NaOH was added dropwise up to pH 10 

when black particles were produced. The misture was heated to 80 °C for 30 

min with vigorous stirring. The magnetic nanoparticles were washed with 

destilled water until pH was neutral. The material was dried up at 50 °C, 

smashed and sifted (<370 nm).  

 

2.2. Coating with PANI  
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Oxidative polymerization of aniline was carried out in the presence of 

magnetic nanoparticles (0.5 g) by treating them with 0.1 M KMnO4 (50 mL) 

solution at 25 °C for 1h and washed with destilled water. The magnetic- KMnO4 

nanoparticles were incubated into 50 mL of 0.5 M aniline solution (in 1.0 M 

HCl). The polymerization occurred at 4 °C for 1h and after that, the magnetic 

nanoparticles coated with polyaniline  (mPANI) were successively washed with 

distilled water, 0.1 M citric acid and rewashed with distilled water. The material 

was dried up at 50 °C and kept at 25 °C.  

 

2.3. Magnetic nanoparticles transmission electron microscopy (TEM) 

The morphology and particle size of the nanoparticles were characterized 

using  FEI TECNAI SPIRIT 80 transmission electron microscope. 

 

2.4. Determination of enzimatic activity and protein determination 

Activity of both soluble and immobilized enzyme was determined using o-

nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG). The amount of o-nitrophenol (ONP) 

released during the reaction was measured using microplate reader at 415 nm. 

One β-galactosidase unit (U) was defined as the amount of enzyme which 

liberated 1.0 µmol of ONP per min at pH 7.0, at 37 °C. Lowry et al. (1951), 

using bovine serum albumin as standard protein. The covalently attached 

protein on support was determined by difference between the amount of offered 

protein for immobilization and the protein contained in the supernatant and the 

washing buffers.  

 

2.5. β-galactosidase immobilization 



Lima, LRA   Anexo 1 

130 
 

For activation of mPANI, 10 mg of nanoparticles were incubated in 2.5% 

(v/v) glutaraldehyde (100 µL) in 900 µL of 0.1 M H2SO4 under orbital stirring for 

2h at 25 °C. Thereafter, the particles were washed with destilled water five 

times and then with 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0. The 

immobilized enzyme derived (IED) was separate from the reactiom medium by 

magnetic field (Ciba corning; 0.6 T). The levels of the significant parameters 

and the interaction effects between various factors (amount of enzyme, pH, 

immobilization time and temperature), which could influence the immobilization 

process, were analysed using experimental design. In this study, the 

experimental plan consisted of trials and the independent variables were 

studied at three different levels and one dependente variable (Y), specific 

activity. The variables and their levels selected for obtaining immobilization of β-

galactosidase onto mPANI were: amount of enzyme (50, 275 and 500 µg), pH 

(6.0, 7.0 and 8.0), immobilization time (2, 10 and 18 h) and temperature (4, 20.5 

and 37 °C). 

 Statistical analysis of the model was performed to evaluate the analysis of 

variance (ANOVA) which included lack of fit, Fisher’s F-test, its associated 

probability p(F) and correlation coefficient R to measures the goodness of 

quadratic model. For the present study, a total of 20 tests were performed to 

estimate the coefficients. The generated mathematical model was validated by 

conducting experiment at given optimal conditions. 

 

2.6. IED characterization 

  

2.6.1. Optimum pH 
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Activity of both soluble and immobilized enzyme was assayed using 

different buffer solutions: 50 mM sodium citrate buffer (pH 5.0), 50 mM 

potassium phosphate buffer, (pH 6.0, 7.0 and 8.0), 50 mM sodium phosphate 

buffer (pH 6.5 and 7.5), 50 mM Tris-HCl buffer (pH 9.0) and 50 mM glycine-

NaOH buffer (pH 9.5, 10.0 and 10.5).  

 

2.6.2. Optimum temperature and Thermal Stability 

Activity of soluble enzyme and IED was carried out in different 

temperatures (25 a 80 °C) using 50 mM glycine-NaOH pH 9.5. Thermal stability 

of soluble and immobilized enzyme derivative was studied by incubating both 

enzymatic forms from 30 to 90 °C for 30 min. After 30 min at 25 °C, the enzyme 

activity was determined under standard conditions.  

 

2.6.3. Operational Stability 

The immobilized derived reusability was assessed after performing ten 

cycles of the same sample activity using 1.0 mM ONPG as substrate. After 

each cycle, the derivative was washed three times with 0.05 mM KPB pH 8.0 

buffer and the procedure was repeated 30 minutes later with other substrate 

aliquots. 

 

2.6.4. Kinetics analysis 

The apparent Michaelis-Menten constant (Km
app) and maximum velocity 

(Vmáx) for ONPG hydrolysis were assayed by determining the enzyme activity in 

increasing concentrations substrate (0.1 – 5.0 mM). The calculation of the 

constants was performed using the OriginPro 8 software (OriginLab 
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Corporation, One Roundhouse Plaza, Northampton, MA USA 01060). Data 

were expressed as mean ± standard deviation (s.d.). 

 

2.7. Lactulose production 

The production of lactulose in the presence of lactose and fructose by β - 

galactosidase ( both soluble and immobilized ) was performed in 50 mM KPB 

pH 8.0 buffer and 50 mM Glycine- NaOH pH 9.5 at 40 ° C for 5h (with 30 min 

intervals ). To investigate the influence of donor and receptor amount, the 

initials concentrations of lactose and fructose tested were 100 e 200 g.L-1, 

varying the mixing ratio in the reaction medium. After that,  aliquots of 100 µL 

were withdrawn, heated at 100 °C for 10 min and filtered through filters with 

pores of 0.2 mm to remove any  interference caused by the nanoparticles that 

were not separated by applying the magnetic field. Lactose, galactose, glucose, 

fructose and lactulose concentration were determined by HPLC (Jasco AS-2057 

Plus), using column Prevail Carbohydate ES (5 µm, 250 x 4.6 mm) (Alltech) and 

evaporative light scattering detector Sedex 85 (Sedere); used mobile phase 

was acetonitrile and water solution (70:30, v/v) at a flow rate of 0.9 mL.min -1 

(Jasco PU-2080 Plus). 

 

3. Results and Discussion 

The morphology, shape and size distribution of magnetic nanoparticles and 

mPANI were analyzed by electron micrographs observation (Figure 1). Some 

magnetic nanoparticles are partially superimposed onto the agglomerate core, 

i.e., the boundary limit of each nanoparticle is partially diffuse; thus a precise 

average particle size cannot be determined. The presence of theses 
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agglomerates may be due also to the magnetic nanoparticles aggregated 

together to reduce their surface energy [9] and/or due to the magnetic dipole-

dipole interactions and the van der Waals forces between the nanoparticles [10, 

11]. In the present study, the magnetic nanoparticles and mPANI exhibited 

agglomerates with apparently regular morphology, nearly spherical/ellipsoidal 

shape, dimensions around 14.5 ± 4.4 nm (magnetic nanoparticles) and 15.6 ± 

6.16 nm (mPANI), and narrow particle size distribution. 

 
 

 
 
Figure 1. TEM images of magnetic nanoparticles (A) and mPANI (B). 

 

The immobilization process changes the physical and chemical 

characteristics of enzymes. This is due to following factors: diffusions effects or 

mass transfer limitations, originated from the diffusion resistance of the 

substrate to the catalytic site of the enzyme; protein conformational effects due 

to changes in the tertiary structure of the active site; microenvironment effects 

resulting from the immobilization process and support characteristics. Specific 

activity of IED is an essential parameter to evaluation of immobilization, 
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therefore it was used as response during analysis of the significant parameters 

and the interaction effects between various factors which could influence the 

process.  

The experimental design and results obtained from the experiments are 

presented in table 1. Among the conditions, the major retention of specific 

activity on support was 3.63 U.mg-1. ANOVA, presented in table 2, indicated 

that the model was statiscally significant and adequate to represent the current 

relationship between the independent variables (factors) and the dependent 

variable (specific activity), which was confirmed by F values (Table 2). The 

value R2 (0.9) indicates that that 90 % of the variability in the response can be 

explained using this analysis. Only one variable presented statistical 

significance, immobilization temperature. The interaction between the factors 

showed no statistically significant according to p value. 

 

Table 1. Experimental plan and results obtained in experiments of 

immobilization. 

Run [b-galactosidase] µg.mL
-1 

pH Temperature Time Specific Activity U.mg
-1
 

1 50 6 4°C 2 h 0 

2 500 6 4°C 2 h 0.234514318 

3 50 8 4°C 2 h 1.54978947 

4 500 8 4°C 2 h 1.014153915 

5 50 6 37°C 2 h 0 

6 500 6 37°C 2 h 0.025883998 

7 50 8 37°C 2 h 0 

8 500 8 37°C 2 h 0.60572386 

9 50 6 4°C 18 h 0 

10 500 6 4°C 18 h 1.031737514 

11 50 8 4°C 18 h 1.204476524 

12 500 8 4°C 18 h 1.517174162 

13 50 6 37°C 18 h 0 

14 500 6 37°C 18 h 0 

15 50 8 37°C 18 h 0 
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Table 2. ANOVA for experimental design. 

 

Based on experiments, a mathematical model was build to obtain the 

maximum immobilization response within the set range of variables and 

following points were determined (Equation 1). Multiple regression analysis was 

applied to establish the polynomial coefficients and a relationship between 

immobilization percentage and independent variables was established by 

means of a quadratic polynomial equation. 
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(1) 

where X1, amount of enzyme (µg.mL-1); X2, pH; X3, temperature (°C); X4 and 

immobilization time (h). 

The calculation of the specific activity retention of the immobilized β-

galactosidase was carried out using the equation shown above. In optimal 

conditions, IED retained 3.5 U.mg-1 of fixed protein per g of support. The 

operational parameter was expressed in terms of standard dimensionless 

16 500 8 37°C 18 h 0 

17 275 7 20.5°C 10 h 2.260016425 

18 275 7 20.5°C 10 h 2.272290539 

19 275 7 20.5°C 10 h 3.635550792 

20 275 7 20.5°C 10 h 2.069380934 

 

Freedom 

Degree 

Sum of 

Squares 
Mean Square F-Value Signification F 

Regression 14 19.06200164 1.361572 6.288611 0.026447633 

Residue 8 2.204504968 0.275563 
  

Total 22 21.26650661 
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variables (X1, X2, X3 and X4) with varying ranges, which are linearly related to 

the corresponding independent variables (amoung of enzyme, pH, temperature 

and immobilization time), as described below: 

         

      
     

  
     

 
    

      
          

 

      
      

  
      

  
    

       
 

 

      
     

  
     

 
    

      
             

      

      
            

           
 

 

From this analysis the optimal conditions for immobilization process of β-

galactosidase onto mPANI were determined (Table 3). 

 

Table 3. Optimal conditions of immobilization process of β-galactosidase onto 

mPANI calculated according to the variables X1, X2, X3 and X4. 

 
 

 

 

 

 

Independent Variables Responses 

X1 Amount of enzyme (µg.mL-1) 1 500 

X2 pH 1 8 

X3 Temperatura (°C) -1 4 

X4 Tempo (h) 0.02524 10.20192 

(2) 

 

(3) 

(4) 

(5) 



Lima, LRA   Anexo 1 

137 
 

 

Marín-Navarro et al. [12] and Güleç [13] immobilized β-galactosidase from 

Thermotoga maritime and Kluyveromyces lactis using the concentrations 250 

µg.mL-1 and 200 µg.mL-1, respectively. However, Liu et al. [14] used higher 

concentration of enzyme (3 mg.mL-1) and different pH value (6.5) and similar 

time (8h). 

Kishore et al. [15] used Box-Behnken design of experiment to optimize the 

immobilization conditions of β-galactosidase from Cicer arietinum seeds onto 

functionalized graphene nano-sheets. Mathematical model was build to obtain 

maximum immobilization response (84.47%), amount of support (640.06 µg), 

cysteamine (7.77 mM) and glutaraldehyde (3.34% v/v) concentration and 

amount of enzyme (896.14 µg).  

β-galactosidase from Pisum sativum was covalently attached on Sephadex 

and optimal conditions, (pH 7.0 and amount of enzyme 43.8 µg) determined by 

experimental design [16]. Response surface methodology (RSM) was efficient 

to evaluate the best conditions (29 mg support, 4.3% v/v glutaraldeyde and 51.5 

µg  amount of enzyme) for immobilization of β-galactosidase extracted and 

purified from chickpea seeds on alkylamine glass [17].  

The difference between the values shown in this study and the 

aforementioned are due to particularities, such as type support, enzyme source, 

type of protein binding to the support, functionalization method and particle size. 

The multivariate approach has several advantages, such as reducing the 

number of experiments and time for global analysis, better statistical 

interpretation and the possibility of evaluation of the interaction between the 

various parameters that affect the process [18]. 
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The figure 2 shows the soluble and immobilized β-galactosidase activities in 

different pH and temperature values. The native enzyme and IED presented two 

optimum pH, 7.5 and 9.5, 8.0 and 9.5, respectively. The optimum temperatures 

for soluble and covalently attached β-galactosidase were found to be 25 and 40 

°C, respectively.  

Figure 2. Temperature (A) and pH (B) effect on immobilized (●) and soluble (■) 

β-galactosidase activity. Enzyme activity was performed using 1 mM ONPG as 

substrate made in buffers with different pH values (5.0 – 10.5), and different 

temeperatures (25 – 60 °C).   

 

Similar results were described by Zhang, Gao, Gao, [19]. Optimum pH of 

immobilized and soluble β-galactosidase was 8.3 and 7.7, respectively. The 

authors explain that the pH change to the alkaline region is due to electric 

charging property support, which attracts H+ ions of the solution to the vicinity 

of the material causing a decrease in the pH value. Thus, by way of 

compensation, the pH of the region should be high to allow the proper 

functioning of the enzyme.  
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Furthermore, the enzyme immobilization on mPANI was obtained through 

the formation of Schiff bases, reaction between active groups of the 

functionalized support with glutaraldehyde and the enzyme molecules to form 

the covalent bond. This reaction can change the optimum pH of the enzyme 

alkaline region. 

Verma et al. [20] reported increase in opimum temperature and pH values of 

immobilized β-galactosidase from K. lactis (pH 7.0; 40 °C) when compared to 

enzyme soluble (pH 6.5; 35 °C). The same bahavior was observed by Jochems 

et al. [21] when immobilized β-galactosidase obtained from the same source on 

mixed matrix containing zirconium dioxide. However, Neri et al. [22] did not 

reported changes between temperature and pH values of immobilized β-

galactosidase onto magnetic polysiloxane - polyvinyl alcohol (mPOS-PVA) and 

soluble enzyme (50 °C and pH 6.5). 

The immobilized β-galactosidase onto mPANI was reused repeatedly for 10 

cycles at 40 °C. The IED remained stable and retained 50% of enzyme activity 

until the last cycle (Figure 3). Stability operational of β-galactosidase from 

Kluyveromyces sp. and Aspergillus oryzae immobilized on different matrix has 

been reported [13, 14, 20, 22, 23]. 

The high surface area of nanoparticles favour binding of the enzyme to the 

support and reaction kinetic, improving the biocatalytic efficiency for industrial 

applications, making the process economically viable [24]. 



Lima, LRA   Anexo 1 

140 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3. Operational Stability of immobilized β-galactosidase on mPANI. The 

activity cycles were performed using 1 mM ONPG as susbtrate in pH 9.5 at 40 

°C. 

 

The β-galactosidase immobilized showed higher thermal stability than 

soluble enzyme (Figure 4). Free enzyme lost activity after 30 min incubation at 

temperatures above 40 °C, and IED remained with 28% inicial activity.  Neri et 

al. [22] Elnashar and Yassin [23], Dwevedi and Kayastha [17] reported an 

increase in thermal stability of immobilized β-galactosidase on mPOS-PVA, 

carrageenan coated with thermally stable chitosan and Amberlite MB-150 

beads, respectively. The increase of thermal stability of immobilized enzyme is 

due to the decrease in protein structure mobility promoted by enzyme anchoring 

to the support via covalent bonds [25].  
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Figure 4.Thermostability study of soluble β-galactosidase (■) and immobilized 

(●). The free enzyme and IED were incubated at 30 - 90 °C for 30 min. After 

cooling, enzyme activity was determined using 1 mM ONPG as substrate in pH 

9.5 at 40 °C. 

 

Km
app

 e Vmáx for native and immobilized β-galactosidase were calculated 

from the hyperbolic curves and estimated as 0.56 ± 0.09 mM; 0.45 ± 0.01 U.mL-

1 and 0.69 ± 0.21 mM; 29.94 ± 3.35 U, respectively. This difference between Km 

values did not show to be statistically significant according to a t-Student test 

analysis (p > 0.05). This result suggests that the micro-events (partitioning, 

diffusional or mass transfer, conformational and steric effects) involving 

immobilized enzyme-substrate interaction and its microenvironment did not 

markedly disturb enzyme action. The fact that the enzyme immobilization on 

mPANI does not alter the Km
app value may be considered na important 

advantage when compared with most of the existing supports. 
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Kmapp e Vmáx for native and immobilized β-galactosidase were 

calculated from the hyperbolic curves and estimated as 0.56 ± 0.09 mM; 

0.45 ± 0.01 U.mL-1 and 0.69 ± 0.21 mM; 29.94 ± 3.35 U, respectively. 

This difference between Km values did not show to be statistically 

significant according to a t-Student test analysis (p > 0.05). This result 

suggests that the micro-events (partitioning, diffusional or mass transfer, 

conformational and steric effects) involving immobilized enzyme-

substrate interaction and its microenvironment did not markedly disturb 

enzyme action. The fact that the enzyme immobilization on mPANI does 

not alter the Kmapp value may be considered na important advantage 

when compared with most of the existing supports. 

Higher Kmapp values after β-galactosidase immobilization compared 

to those calculated fot the soluble enzymes have been reported by 

others authors. The difference in the values of constants ranging from 

1.03 to 9.46 [13 - 15, 20, 21, 23, 26 – 30].  

In the present study, two transgalactosylation products were 

detected, lactulose (β-D-galactosyl-(1–4)-β-D-fructose) e 1-lactulose (β-

D-galactosyl-(1–1)-β-D-fructose). The influence of donor and receptor 

amount and pH was tested (Figure 5A). The major prebiotic production 

(1.84 g.L-1) occurred when IED was incubated with equal amounts of 

lactose and fructose (200 g.L-1) in pH 8.0 at 40 °C. Thereafter, the 

kinetic of transgalactosylation reaction was evaluated (Figure 5B). After 

5h, fructose and lactose concentration equal to 200 g.L-1, in pH 8.0 at 40 

°C. The productivity of lactulose synthesis was 0.5 g.L-1.h-1 and 

maximum amount produced was 2.1 g. L-1. 
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Lactulose is used in a wide variety of foods as bifidus factor or as functional 

ingredient for intestinal regulation [31]. Furthermore, in the pharmaceutical 

industry, this disaccharide can be used in the treatment of constipation, hepatic 

encephalopathy, liver disease complication and maintenance of glucose and 

insulin level in blood [32].  The enzymatic synthesis of lactulose using fructose, 

has been reported in recent years [33 – 35]. Song et al. [36] used β-

galactosidase immobilized from K.lactis on silica gel to synthesize lactulose. 

After 1h, they produced 15.80 g.L-1 using 40 % (w/v) lactose and 20% (w/v) 

fructose in pH 7.5 at 47 °C. Song et al. [36, 37] immobilized β-galactosidase 

and produced lactulose from whey lactose. The prebiotic concentration was 

1.42 g.L-1 and 7.68 g.L-1. 

 

 

 

Figure 5. Analysis of donor and receptor amount and pH influence in enzymatic 

synthesis of lactulose (A). Time course of lactulose production from lactose and 

fructose. Reactions were conducted at 40 °C using lactose and fructose 200 

g.L-1 in 50 mM potassium phosphate buffer pH 8.0 (B).    

 

4. Conclusion 
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This study aimed to covalently immobilize β-galactosidase from K.lactis on 

mPANI, optimize the immobilization process, characterize the IED and evaluate 

the potential of lactulose synthesis.  mPANI proved be  an attractive and 

efficient support for the immobilization due to the simplicity to synthesize the 

hybrid matrix and easy removal of the products from the reaction medium by 

applying a magnetic field. The retention of specific activity (3.5 U.mg-1) was 

achieved in the optimum conditions of immobilization, 500 µg.mL-1 amount of 

enzyme on 10 mg of support, 10.2 h of incubation in pH 8.0 at 4 °C. There were 

changes in optimum temperature and pH profile of native and immobilized 

enzyme. However, difference between Km values did not show to be statistically 

significant. IED was more stable in higher temperatures than soluble β-

galactosidase. Moreover, it remained stable and retained 50% of enzyme 

activity until after ten activity cycles at 40 °C, making the process economically 

viable. The optimum pH and  lactose and fructose concentrations to lactulose 

synthesis were 8.0 and 200 g.L-1, respectively, and disaccharide produced was 

2.1 g.L-1. The use of β-galactosidase immobilized on mPANI was promising for 

lactulose production.  
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